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Proc^de pour le diagnostic/pronostic du cancer du sein 

La pr6sente invention concerne un proc6d6 pour le diagnostic/pronostic d'un cancer du 
sein. L' invention concerne egalement des amorces d' amplification et des sondes 
5 d'hybridation qui peuvent Stre mises en oeuvre dans ce proc6d6, ainsi qu'un kit de 
diagnostic/pronostic du cancer du sein. 

Le cancer du sein est une maladie fr6quente : une femme sur onze developpe un cancer 
du sein au cours de sa vie. Cependant, parce qu'il existe diffeients types de cancers du 

10 sein, et diff&rents pronostic du cancer du sein, les femmes qui en sont atteintes ne 
suivent pas toutes le meme traitement : le medecin propose k chaque patiente un 
traitement adapts k sa situation, afin d'obtenir les meilleures chances de gu6rison. 
Ainsi, rhormonotherapie, qui est un traitement general dans les cancers du sein, est 
u tilise dans les cancers du sein hormono- dependants, c'est k dire dans le cas de tumeurs 

15 exprimant des recepteurs hormonaux a la surface de leurs cellules. En post-operatoire, 
lTiormonotherapie peut etre utilis6e seule ou en relais de la chimiotherapie adjuvante. 
Dans le cadre d'une r^cidive de la maladie, rhormonotherapie peut etre prescrite soit 
seule, soit associee ou en relais dune chimioth6rapie. 

La chimiotherapie, est quant k elle, un traitement general du cancer puisque les 
20 medicaments, port£s par la circulation sanguine, peuvent agir partout dans l'organisme. 
La chimiotherapie a une place importante dans Tarsenal therapeutique, particulierement 
depuis une dizaine d'ann6es, avec l'apparition de nouvelles molecules, Les medicaments 
sont le plus souvent administres en perfusion par voie veineuse, en voie sous-cutanee, 
en intra- musculaire. 

25 Ainsi, en fonction de F expression des recepteurs hormonaux k la surface des cellules 
hormonales, le traitement sera oriente vers une hormonoterapie ou non. 
On peut citer notamment les recepteurs a 1'oestrogene ESR1 et ESR2 et le recepteur a la 
progesterone (PGR), qui sont les paramfctres les plus connus pour predire la reponse k 
une hormonotherapie dans le cancer du sein. Ainsi la teneur en ESR1 est utilise comme 

30 indicateur pronostic, et pour predire la reponse d'un patient k un traitement avec des 
antioestrogenes, tels que le Tamoxifen® (Osborne C et al, Brest Cancer Res treat 
51 227-238, 1998 ; Goldhirsch et al, J Clin Oncol 19 :3817-3827, 2001). La presence 
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du recepteur PGR est egalement utilisee pour le suivi d'une horraonotherapie, et comme 
marqueur de pronostic (Horwitz et al, Recent Prog Horm Res 41 : 249-316, 1995). On 
peut 6g?dement citer le recepteur HER2, qui serait surexprim6 dans environ Va des 
cancers du sein invasif (Slamon et al, Science, 1987, 235 : 177- 182) 

5 Afin de proposer aux patients un traitement adapte, il est done essentiel de connaitre 
1' expression de gfcnes codant des r£cepteurs honnonaux, tels que ESR1, ESR2, HER2 et 
PGR. Cette expression est etudiee le plus souvent sur la tumeur primitive et le plus 
souvent par immunotastochirnie. Dans les cas douteux, Tetude d'une amplification 
genique par hybridation in situ (FISH) est la m6thode de r6f6rence, notamment dans le 

10 cas de HER2. Depuis quelqucs ann6es, des tumeurs do pctitcs tailles pcuvent 6tre 
d6tect6es, permettant un diagnostic precoce d'un cancer du sein, mais le pronostic de ce 
cancer reste alors difficile de part la faible quantity de tissu tumoral qui rend difficile la 
quantification prot£ique des recepteurs honnonaux mentionn6s pr£c6demment Les 
techniques de biologie moleculaire deviennent alors indispensable pour la quantification 

15 de recepteurs honnonaux, puisqu'elles n^cessitent de plus petites quantit£s de tissu 
tumoral (Fuqua et al, Natl Cancer Inst 82 :859-861, 1997 ; Fasco et al, Anal Biochem, 
245 : 167-178, 1997 ; Poola et al, Anal Biochem, 258 : 209-215, 1998), 
La pr6sente invention propose un nouveau precede pour le diagnostic/pronostic du 
cancer du sein. Ce proc6d6 met notamment en oeuvre de nouvelles sequences 

20 nucleotidiques qui peuvent etre utilisees en tant qu' amorces d' amplification ou de 
sondes d'hybridation. Le proc6d6 selon T invention permet notamment de determiner 
quel est le traitement le plus adapte a un patient atteint d'un cancer du sein. 
A ce titre, Tinvention concerne un proc6d6 pour le diagnostic/pronostic du cancer du 
sein comprenant les Stapes suivantes : 

25 A - on extrait le materiel nucl6ique d'un 6chantillon biologique, 

B - on utilise au moins unc paire d' amorces d' amplification pour obtcnir des 

amphcons d'au moins une sequence cible du materiel nucl&que 
C - on utilise au moins une sonde de detection pour d^tecter la presence desdits 
amplicons 

30 caract6ris6 en ce que, lors de l'6tape B, ladite paire d' amorce comprend au moins une 
amorce d* amplification comprenant au moins 10 motifs nucleotidiques d'une sequence 
nucteotidique choisie parmi SEQ ID N°l h. SEQ ID N°24 et/ou lors de l'6tape C), ladite 
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sonde de detection comprend au moins 10 motifs nucteotidiques d'une sequence 
nucteotidique choisie parmi SEQ ID N°l a SEQ ID N°20. 

D'une manifcre surprenante, les inventeurs ont ainsi ddcouvert que l'utilisation, dans un 
proc6d£ pour le diagnostic/pronostic du cancer du sein, d'une sequence nucteotidique 

5 comprenant au moins 10 motifs nucl6otidiques d'une sequence nucteotidique choisie 
parmi les SEQ ID N°l h SEQ ID N°20 est tres pertinent en tant qu'amorce 
d' amplification pour amplifier des sequences cibles, tels que le gene codant ESR1, 
ESR2, PGR ou HER2. Les inventeurs ont Sgalement decouvert que l'utilisation d'une 
sequence nucldotidique comprenant au moins 10 motifs nucleotidiques d'une sequence 

10 nucteotidique choisie parmi les SEQ ID N°l a SEQ ID N°20 en tant que sonde 
d'hybridation est tres pertinente pour une hybridation sp£cifique sur des sequences 
cibles, tels que les genes codant ESR1, ESR2, PGR ou HER2. 

Au sens de la pr£sente invention, on entend par echantillon biologique, tout echantillon 

15 susceptible de contenir un materiel nucieique tel que d£fini ci apres. Cet echantillon 
biologique peut etre pr61ev6 chez un patient et peut etre notamment un echantillon de 
tissus, de sang, de serum, de salive, de cellules circulantes du patient 
Preferentiellement, cet echantillon biologique est pr61ev6 d'une tumeur. On dispose de 
cet echantillon biologique par tout type de pr6fevement connu de l'homme du metier. 

20 Au sens de la presente invention, le materiel nucieique comprend une sequence d'acides 
nucl&ques telle que sequence d'acides desoxyribonucl&ques (ADN) ou d'acides 
ribonucleiques (ARN). Selon un mode pr€fer6 de realisation de l'invention, le materiel 
nucieique comprend une sequence d'acides d6soxyribonucl6iques. Selon un mode 
pi€f&6 de realisation de l'invention, le materiel nucieique est extrait d'un Echantillon 

25 biologique prelev6 chez un patient 

Par sequence nucteotidique (ou sequences d'acides nucieiques ou fragment 
nucleotidique ou oligonucleotide, ou polynucleotide), on entend un enchainement de 
motifs nucleotidiques assembles entre eux par des liaisons ester phosphorique, 
caracteris6 par la sequence informationnelle des acides nucieiques naturels, susceptibles 

30 de sliybrider & une autre sequence d'acides nucieiques, renchaincment pouvant contenir 
des monom&res de structures differentes et etre obtenu k partir d'une molecule decide 
nucieique naturelle et/ou par recombinaison g^netique et/ou par synthese chimique. 
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Par motif nucl6otidiaue , on entend un derive d'un monomere qui peut etre un nucleotide 
naturel d'acide nucieique dont les elements constitutifs sont un sucre, un groupement 
phosphate et une base azotee; dans TADN le sucre est le d6soxy-2-ribose, dans TARN le 
sucre est le ribose ; selon qu'il s'agisse de 1'ADN ou TARN, la base azotee est choisie 

5 parmi l'adenine, la guanine, l'uracile, la cytosine, la thymine ; ou bien le monomere est 
un nucleotide modifi6 dans Fun au moins des trois elements constitutifs ; 2l titrc 
d'exemple, la modification peut intervenir soit au niveau des bases, avec des bases 
modifiees telles que l'inosine, la methylr5d6soxycytidine, la desoxyuridine, la 
dim6thylamino-5d6soxyuridine, la diamino-2,6-purine, la bromo-5desoxyuridine ou 

10 toute autre base modifiee capable dliybridation, soit au niveau du sucre, par cxemple le 
remplacement d'au moins un desoxyribose par un polyamide (PJE. Nielsen et al, 
Science, 254, 1497-1500 (1991), soit encore au niveau du groupement phosphate, par 
exemple son remplacement par des esters notamment choisis parmi les diphosphates, 
alkyl- et aryl-phosphonates et phosphorothioates. Ce materiel nucl6ique comprend au 

15 moins une sequence cible. Par sequence cible , on entend une sequence dont 
l'enchamement en motifs nucl6otidiques est sp6cifique d'un g&ne cible, tel que 
pr6f6rentiellement le gfcne codant ESR1, ESR2, PGR ou HER2. Selon un mode pr6f€r€ 
de realisation de 1* invention, la sequence cible est comprise dans un gene choisi parmi 
les g&nes codant ESR1, ESR2, PGR ou HER2. Dans la suite de Texpos6, on parlera de 

20 sequence cible qu'elle soit en simple brin ou en double brin. 



Lors de retane A, on extrait le materiel nucieique d'un echantillon biologique par tout 
protocole connu de l'homme du metier. A titre indicatif, rextraction d'acides nucieique 
peut etre realisee par une etape de lyse des cellules pr£sentes dans Fechantillon 

25 biologique, afin de liberer les acides nucleiques contenus dans les enveloppes 
protdiqucs et/ou lipidiques des cellules (commc des debris cellulaires qui perturbent les 
reactions ulterieures). A titre d'exemple, on peut utiliser les methodes de lyse telles que 
d6crite dans les demandes de brevet WO00/05338 sur la lyse mixte magn^tique et 
m6canique, WO99/53304 sur la lyse eiectrique, et W099/15321 sur la lyse m£canique. 

30 LTiomme du metier pourra utiliser d'autres methodes de lyse bien connues, telles que les 
chocs thermiques ou osmotiques ou les lyses chimiques par des agents chaotropiques 
tels que les sels de guanidium (US 5,234,809). Cette etape de lyse peut egalement etre 
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suivie d'une etape de purification, pennettant la separation entre les acides nucl&ques et 
les autres constituants cellulaires relargues dans l'etape de lyse. Cette etape permet 
g6n6ralement de concentrer les acides nucieiques, et peut 6tre adapte k la purification 
d'ADN ou d'ARN. A titre d'exemple, on peut utiliser des particules magnetiques 

5 6ventuellement revetues d' oligonucleotides, par adsorption ou covalence (voir k ce sujet 
les brevets US 4,672,040 et US 5,750,338), et ainsi purifier les acides nucieiques qui se 
sont fixes sur ces particules magnetiques, par une etape de lavage. Cette 6tape de 
purification des acides nucieiques est particulifcrement interessante si Ton souhaite 
amplifier ulterieuiement lesdits acides nucieiques. Un mode de realisation 

10 particuliferement interessant de oes particules magnetiques est decrit dans les demandes 
de brevet WO97/45202 et WO99/35500. Un autre exemple interessant de m€thode de 
purification des acides nucieiques est Tutilisation de silice soit sous forme de colonne, 
soit sous forme de particules inertes (Boom R. et al., J. Clin. Microbiol., 1990, n°28(3), 
p. 495-503) ou magnetiques (Merck: MagPrep® Silica, Promega: MagneSU™ 

15 Paramagnetic particles). D'autres m6thodes trfcs repandues reposent sur des lysines 
echangeuses d'ions en colonne ou en format particulate paramagnetique (Whatman: 
DEA&Magarose) (Levison PR et aL, J. Chromatography, 1998, p. 337-344). Une autre 
m6thode tr&s pertinente mais non exclusive pour Tinvention est celle de l'adsorption sur 
support d'oxyde metallique (societe Xtrana: matrice Xtra-Bind™). 

20 Lorsque Ton souhaite extraire specifiquement l'ADN d'un echantillon biologique, on 
peut notamment r6aliser une extraction par du phenol, du chloroforme et de Talcool 
pour eiiminer les proteines et precipiter l'ADN avec de Talcool 100%. L'ADN peut 
alors etre culote par centrifugation, lave et remis en suspension . 



25 Lors de 1' etape B, on utilise au moins une pake d' amorces d' amplification pour obtenir 
des amplicons d'au moins une sequence cible du materiel nucieique. 
Au sens de la present© invention, on entend par amorce d' amplification une sequence 
nucieique comprenant de 10 k 100 motifs nucieotidiques, preferentiellement de 15 k 25 
motifs nucieotidiques. Cette amorce d' amplification comprend au moins 10, 

30 preferentiellement 15 et encore plus preferentiellement 20 motifs nucieotidiques d'une 
sequence choisie parmi les SEQ ID N°l k 20. Au sens de la presente invention, une 
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amorce d' amplification comprenant au moins 10, pr6f6rentiellement 15 et encore plus 
pr6feientiellement 20 motifs nucl6otidiques de 

• une sequence homologue la SEQ ID N°l a SEQ ID N°20, c'est k dire 

o la sequence comptementaiie ou suffisamment compl6mentaire de la SEQ 
5 lDN°la20 

o une sequence presentant une homologie suffisante pour s'hybrider a la 

SEQ ID N°l a SEQ ID °20 ou h la sequence complementaire a la SEQ 

IDN°lkSEQIDN o 20, 

• une sequence comprenant une sequence de SEQ ID N°l & SEQ ID N°20 (ou une 
10 sequence homologue h SEQ ID N°l k SEQ ID N°20 telle que d6finie 

pr€cedemment) dans laquelle les bases uracile sont substitutes aux bases 
thymine, 

et qui aurait la m6me fonction que F amorce d' amplification selon linvention, c'est £ 
dire amplifier tout ou partie du gfcne codant ESR1, ESR2, PGR ou HER2, est consid6r6e 

15 comme equivalente & l'amorce d' amplification selon Finvention. 

Une paire d* amorces d' amplification permet Finitiation d'une polymerisation 
enzymatique, telle que notamment une reaction d'amplification enzymatique. 
Par reaction d'amplification enzymatique, on entend un processus gen6rant de multiples 
copies (ou amplicons) d'une sequence nucl&que par Taction d'au moins une enzyme. 

20 Au sens de la pr6sente invention, on entend par amplicons les copies de la sequence 
cible obtenues lors d'une reaction d'amplification enzymatique. De telles r6actions 
d'amplification sont bien connues de Fhomme du mdtier et on peut citer notamment la 
PCR (Polymerase Chain Reaction), telle que d6crite dans les brevets US-A-4,683,195, 
US-A-4,683,202 et US-A-4,800,159 ; la LCR (Ligase Chain Reaction), expos^e par 

25 exemple dans la demande de brevet EP-A-0 201 184 ; la RCR (Repair Chain Reaction), 
d£crite dans la demande de brevet WO-A-90/01069 ; la 3SR (Self Sustained Sequence 
Replication) avec la demande de brevet WO-A-90/06995 ; la NASBA (Nucleic Acid 
Sequence-Based Amplification) avec la demande de brevet WO-A-91/02818, ou encore 
la TMA (Transcription Mediated Amplification) avec le brevet US-A-5,399,491. 

30 D'une maniere g6n6rale, ces reactions d'amplification enzymatique mettent 
g6neralement une succession de cycle comprenant les 6tapes suivantes : 
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o la denaturation de la sequence cible si celle ci est en double brin afin d'obtenir 

deux brins cibles, complementaires, 
o Thybridation de chacun des brins cibles, obtenus lors de l'6tape de denaturation 
pr6cedente avec au moins une amorce d* amplification , 
5 o la formation a partir des amorces d' amplification des brins complementaires aux 

brins sur lesquels elles sont hybridees en presence d'une enzyme polymerase et 
de nucleosides triphosphate (ribonucleoside triphosphate et/ou 
desoxyribonucl6oside triphosphate selon les techniques) 
ce cycle etant repete un nombre de fois determine pour obtenir la sequence cible dans 
10 une proportion suffisante pour permettre sa detection. 

Par hvbridatioa on entend le processus au cours duquel, dans des conditions 
appropri£es, deux sequences nucleiques telle que notamment une amorce 
d' amplification et une sequence cible ou une sonde d'hybridation et une sequence cible, 
se lient avec des liaisons hydrogfenes stables et spetifiques pour former un double brin. 
15 Ces liaisons hydrogenes se forment entre les bases complementaires Adenine (A) et 
thymine (T) (ou uracile (U)) (on parle de Uaison A-T) ou entre les bases 
complementaires Guanine (G) et cytosine (C) (on parle de liaison GC). L'hybridation 
de deux sequences nucleiques peut etre totale (on parle alors de sequences 
complementaires), c'est 2t dire que le double brin obtenu lors de cette hybridation 
20 comprend uniquement des liaisons AT et des liaisons C-G. Cette hybridation peut etre 
partielle (on parle alors de sequences suffisamment complementaires), c'est a dire que 
le double brin obtenu comprend des liaisons AT et des liaisons GG permettant de 
former le double brin, mais egalement des bases non liees k une base complementaire. 
L'hybridation entre deux sequences complementaires ou suffisamment complementaires 
25 depend des conditions operatoires qui sont utilisees, et notamment de la stringence. La 
stringence est definie notamment en fonction de la composition en bases des deux 
sequences nucl6iques, ainsi que par le degre de mesappariement entre ces deux 
sequences nucleiques. La stringence peut egalement etie fonction des param&tres de la 
reaction, tels que la concentration et le type d'especes ioniques pr£sentes dans la 
30 solution d'hybridation, la nature et la concentration d'agents denaturants el/ou la 
temperature d'hybridation. Toutes ces donnees sont bien connues d les conditions 
appropriees peuvent elie determinees par lliomme du metier. 
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D'une fafon plus precise, la NASBA est une technologie d' amplification isotherme de 
Tacide nucleique reposant sur Taction conjointe de trois enzymes (transcriptase inverse 
AMV, Rnase-H et polym6rase-ARN T7). Associ6e k des amorces d'amplification 
specifiques d'une sequence cible, elle amplifie les cibles ARN plus d'un milliard de fois 

5 en 90 minutes. La r6action d' amplification se produit & 41°C et donne des molecules 
d'ARN simple brin comme produit final, La NASBA n6cessite une paire d' amorce, 
dont au moins une comprend un promoteur permettant l'initiation de la transcription par 
une polymerase du bacteriophage T7. Une telle amorce est preferentiellement choisie 
parmi les SEQ ID N°21 a 24. Selon un mode particulier de realisation de l'invention, 

10 ladite paire d' amorce comprend au moins une amorce d' amplification comprenant un 
promoteur permettant l'initiation de la transcription par une polymerase du 
bacteriophage T7. 

Selon un mode particulier de realisation de 1'invention, ladite paire d' amorces, utilisee 
15 de 1'etape B, est choisie parmi les paires d' amorce suivantes : 

□ une premiere amorce d' amplification comprenant au moins 10, 
preferentiellement 15 et encore plus preferentiellement 20 motifs nucieotidiques 
de la sequence nucieotidique SEQ ID N°l et une deuxieme amorce 
d' amplification comprenant au moins 10, preferentiellement 15 et encore plus 

20 preferentiellement 20 motifs nucieotidiques de la sequence nucieotidique SEQ 

ID N°2; a titre indicatif, lorsque la premiere amorce a pour sequence la SEQ ID 
N°l, et la deuxieme amorce a pour sequence la SEQ ID N°2, on obtient un 
amplicon, specifique du gfcne codant ESR1, d'une taille de 202 paires de base, 
qui correspond & la sequence 1427-1629 sur la sequence du gene codant ESR1 

25 de reference (Genbank X03635). 

□ une prcmidrc amorce d' amplification comprenant au moins 10, 
preferentiellement 15 et encore plus preferentiellement 20 motifs nucieotidiques 
de la sequence nucieotidique SEQ ID N°3 et une deuxifcme amorce 
d' amplification comprenant au moins 10, preferentiellement 15 et encore plus 

30 preferentiellement 20 motifs nucieotidiques de la sequence nucieotidique SEQ 

ID N°4 ; a titre indicatif, lorsque la premiere amorce a pour sequence la SEQ ID 
N°3, et la deuxifeme amorce a pour sequence la SEQ ID N°4, on obtient alors un 
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amplicon, specifique du gene codant PGR, d'une taille de 184 paires de base, 
qui correspond a la sequence 2761-2945 sur la sequence codant PGR de 
reference (Genbank NM_000926). 

□ une premiere amorce d'amplification comprenant au moins 10, 
preferentiellement 15 et encore plus preferentiellement 20 motifs nucleotidiques 
de la sequence nucieotidique SEQ ID N°5 et une deuxieme amorce 
d'amplification comprenant au moins 10, preferentiellement 15 et encore plus 
preferentiellement 20 motifs nucleotidiques de la sequence nucieotidique SEQ 
ID N°6 ; k titre indicatif, lorsque la premiere amorce a pour sequence la SEQ ID 
N°5, et la deuxieme amorce a pour sequence la SEQ ID N°6, on obtient alors un 
amplicon, specifique du gene ESR2, d'une taille de 210 paires de base, qui 
correspond & la sequence 1640-1850 sur la sequence codant ESR2 de reference 
(Genbank MN.001437) 

□ vine premiere amorce d'amplification comprenant au moins 10, 
preferentiellement 15 et encore plus preferentiellement 20 motifs nucleotidiques 
de la sequence nucieotidique SEQ ID N°7 et une deuxieme amorce 
d'amplification comprenant au moins 10, preferentiellement 15 et encore plus 
preferentiellement 20 motifs nucleotidiques de la sequence nucieotidique SEQ 
ID N°8 ; St titre indicatif, lorsque la premiere amorce a pour sequence la SEQ ID 
N°7, et la deuxieme amorce a pour sequence la SEQ ID N°8, on obtient alors un 
amplicon, specifique du g£ne codant HER2, d'une taille de 185 paires de base, 
qui correspond a la sequence 2567-2752 sur la sequence codant HER2 de 
reference (Genbank NM_00448). 

□ une premiere amorce d'amplification comprenant au moins 10, 
preferentiellement 15 et encore plus preferentiellement 20 motifs nucleotidiques 
de la sequence nucieotidique SEQ ID N°13 et une deuxieme amorce 
d'amplification comprenant au morns 10, preferentiellement 15 et encore plus 
preferentiellement 20 motifs nucleotidiques de la sequence nucieotidique SEQ 
ID N°14 ; a titre indicatif, lorsque la premiere amorce a pour sequence la SEQ 
ID N°13, et la deuxifcme amorce a pour sequence la SEQ ID N°14, on obtient un 
amplicon, specifique du g£ne codant ESR1, d'une taille de 858 paires de base, 
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qui correspond h la sequence 808-1666 sur la sequence codant ESR1 de 
r£fereire (Genbank X03635). 

□ une premiere amorce d' amplification comprenant au moins 10, 
preferentiellement 15 et encore plus preferentiellement 20 motifs nucleotidiques 

5 de la sequence nucieotidique SEQ ID N°15 et une deuxieme amorce 

d* amplification comprenant au moins 10, preferentiellement 15 et encore plus 
preferentiellement 20 motifs nucleotidiques de la sequence nucieotidique SEQ 
ID N°16 ; h titre indicatif, lorsque la premiere amorce a pour sequence la SEQ 
ID N°15, et la deuxieme amorce a pour sequence la SEQ ID N°16, on obtient 

10 alors un amplicon, specifique du gene codant PGR, d'une taille dc 658 paires de 

base, qui correspond k la sequence 2319-2977 sur la sequence codant PGR de 
reference (Genbank NM_000926). 

□ une premiere amorce d' amplification comprenant au moins 10, 
preferentiellement 15 et encore plus preferentiellement 20 motifs nucleotidiques 

15 de la sequence nucieotidique SEQ ID N°17 et une deuxifcme amorce 

d' amplification comprenant au moins 10, preferentiellement 15 et encore plus 
preferentiellement 20 notif s nucleotidiques de la sequence nucieotidique SEQ 
ID N°18 ; a titre indicatif, lorsque la premiere amorce a pour sequence la SEQ 
ID N°17, et la deuxieme amorce a pour sequence la SEQ ID N°18, on obtient 

20 alors un amplicon, specifique du g£ne codant ESR2, d'une taille de 702 paires 

de base, qui correspond h. la sequence 1246-1948 sur la sequence codant ESR2 
de reference (Genbank MN_001437). 

□ une premiere amorce d' amplification comprenant au moins 10, 
preferentiellement 15 et encore plus preferentiellement 20 motifs nucleotidiques 

25 de la sequence nucieotidique SEQ ID N°19 et une deuxieme amorce 

d' amplification comprenant au moins 10, preferentiellement 15 et encore plus 
pief6rentiellement 20 motifs nucleotidiques de la sequence nucieotidique SEQ 
ID N°20 ; k titre indicatif, lorsque la premiere amorce a pour sequence la SEQ 
ID N°19, et la deuxieme amorce a pour sequence la SEQ ID N°20, on obtient 

30 alors un amplicon, sp6cifique du gfcne codant HER2, d'une taille de 928 paires 

de base, qui correspond a la sequence 2123-3051 sur la sequence codant HER2 
de reference (Genbank NM_004448). 
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Selon un mode particulier de r6alisation de Tinvention, ladite paire d' amorces, utilisee 
de Petape B, comprend une premi&re amorce comprenant un promoteur peraiettant 
l'initiation de k transcription par une polymerase du bacteriophage T7, est choisie 
parroi les paires d' amorce suivantes : 
5 □ une premi&re amorce d' amplification de SEQ ID N°21 et une deuxieme amorce 

d' amplification comprenant au moins 10, preferentiellement 15 et encore plus 
preferentiellement 20 motifs nucleotidiques de la sequence nucldotidique SEQ 
IDN°2; 

□ une premiere amorce d' amplification de SEQ ID N°22 et une deuxieme amorce 
10 d' amplification comprenant au moins 10, preferentiellement 15 et encore plus 

preferentiellement 20 motifs nucleotidiques de la sequence nucleotidique SEQ 
IDN°4; 

a une premiere amorce d' amplification de SEQ ID N°23 et une deuxieme amorce 
d' amplification comprenant au moins 10, preferentiellement 15 et encore plus 
15 preferentiellement 20 motifs nucleotidiques de la sequence nucl6otidique SEQ 

E>N°6; 

□ une premiere amorce d' amplification de SEQ ID N°24 et une deuxieme amorce 
d' amplification comprenant au moins 10, preferentiellement 15 et encore plus 
preferentiellement 20 motifs nucleotidiques de la sequence nucleotidique SEQ 

20 IDN°8; 



Afin de tenir compte de la variabilite d'efficacite enzymatique qui peut Stre observee 
lors des differentes etapes de la reaction d' amplification, on peut normaliser l'expression 
d'un gfene cible par la determination simultanee de l'expression d'un g&ne dit de menage, 

25 dont l'expression est similaire chez les diffSrents groupes de patients. En realisant un 
rapport entre l'expression du gfcne cible et l'expression du gfene de menage, on coirige 
ainsi toute variabilite entre les differentes experimentations. L'homme du metier pourra 
se r6f£rer notamment aux publications suivantes : Bustin SA Journal of molecular 
endocrinology, 2002, 29 : 23-39 ; Giulietti A Methods, 2001, 25 : 386-401. Selon un 

30 mode particulier de realisation de Finvention, on utilise, en outre, lors de retape B, au 
moins une paire d' amorces d' amplification pour obtenir des amplicons specifiques d'un 
g£ne de menage. Par gfene de menage, on entend un gene dont V expression est stable 
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dans un tissu donn£, et quelque soit la situation physiologique. Selon un mode pr6fere 
de realisation de l'invention, le g&ne de menage est le gfcne PPIB qui code la 
cyclophyline B. Selon un mode pr£f6r6 de realisation de Finvention, ladite amorce 
d' amplification pour obtenir des amplicons specifiques d'un gene de m6nage comprend 
au moins 10, pr6f6rentiellenient 15 et encore plus pr€f6rentiellement 20 motifs 
nucteotidiques d'une sequence choisie parmi les SEQ ED N°25 & 29. 
Selon un mode particulier de r6alisation de Finvention, ladite pake d' amorces 
d' amplification pour obtenir des amplicons specifiques d'un gene de manage est choisie 
parmi les p aires d' amorce suivantes : 

□ une premiere amorce d' amplification comprenant au moins 10, 
pref&entiellement 15 et encore plus pref£rentiellement 20 motifs nucl€otidiques 
de la sequence nucleotidique SEQ ID N°27 et une deuxifcme amorce 
d' amplification comprenant au moins 10, pr6f6rentiellement 15 et encore plus 
pref&entiellement 20 motifs nucleotidiques de la sequence nucleotidique SEQ 
ID N°28; a titre indicatif, lorsque la premiere amorce a pour sequence la SEQ ID 
N°27, et la deuxi&me amorce a pour sequence la SEQ ID N°28, on obtient un 
amplicon, sp6cifique du gfene PPIB, d'une taille de 239 paires de base, qui 
correspond a la sequence 231-470 sur la sequence PPIB de reference (Genbank 
M60857) 

□ une premiere amorce d' amplification comprenant au moins 10, 
pr6f£rentiellement 15 et encore plus prgfiSrentiellement 20 motifs nucleotidiques 
de la sequence nucleotidique SEQ ID N°25 et une deuxifcme amorce 
d'anqplification comprenant au moins 10, pr6f£rentiellement 15 et encore plus 
pr6f6rentiellement 20 motifs nucleotidiques de la sequence nucleotidique SEQ 
ID N°26; h titre indicatif, lorsque la premiere amorce a pour sequence la SEQ ED 
N°25, et la deuxfeme amorce a pour sdqucncc la SEQ ID N°26, on obtient un 
amplicon, specifique du g&ne PPIB, d'une taille de 639 paires de base, qui 
correspond h. la sequence 11-650 sur la sequence PPIB de reference (Genbank 
M60857) 

Selon un mode particulier de realisation de Finvention, ladite paire d' amorces 
d' amplification utilisee pour obtenir des amplicons specifiques d'un gene de menage 
comprend une premiere amorce comprenant un promoteur permettant F initiation de la 
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transcription par une polymerase du bacteriophage 17. Ladite premiere amorce 
d* amplification est prgferentiellement de SEQ ID N°30 et ladite deuxfeme amorce 
d' amplification comprend pr6f6rentiellement au moins 10, pi€f&entiellement 15 et 
encore plus preferentiellement 20 motifs nucteotidiques de la sequence nucMotidique 
5 SEQIDN 0 28. 

Lors de Tetape C on utilise au moins une sonde de detection pour detecter la pr6sence 
desdits amplicons. Cette etape de detection, peut etre r6alis6e par tous les protocoles 
connus de l'homme du metier concernant la detection d'acides nucteiques. 

10 Au sens de la pr£sente invention, on entend par sonde d'hvbridatioa une sequence 
nucleique de 10 k 100 motifs nucteotidiques, notamment de 15 a 35 motifs 
nucl6otidiques, poss6dant une sp6cificit6 d'hybridation dans des conditions d6terminees 
pour former un complexe d'hybridation avec une sequence nucl6ique cible. La sonde 
d'hybridation peut comprendre un marqueur permettant sa d6tection. On parle alors de 

15 sondes de detection. Par detection on entend soit une detection directe par une m6thode 
physique, soit une detection indirecte par une mefhode de detection k Faide d'un 
marqueur. De nombreuses m&hodes de d6tection existent pour la d6tection des acides 
nucl6iques. [Voir par exemple Kricka et aL, Clinical Chemistry, 1999, n° 45(4), p.453- 
458 ou Keller G.H. et al„ DNA Probes, 2nd Ed, Stockton Press, 1993, sections 5 et 6, 

20 p. 173-249]. Par marqueur, on entend un traceur capable dengendrer un signal que Ton 
peut d&ecter. Une liste non limitative de ces traceurs comprend les enzymes qui 
produisent un signal detectable par exemple par coloiimetrie, fluorescence ou 
luminescence, comme la peroxydase de raifort, la phosphatase alcaline, la bSta 
galactosidase, la glucose-6-phosphate dehydrogenase; les chromophores comme les 

25 composes fluorescents, luminescents ou colorants ; les groupements k densite 
61ectronique d&ectables par microscopie £lectronique ou par leurs propridtxSs 61cctriqucs 
cornme la conductivity, par les methodes d'amperometrie ou de voltametrie, ou par des 
mesures dimp^dance ; les groupements d&ectables par des methodes optiques comme 
la diffraction, la resonance plasmon de surface, la variation dangle de contact ou par 

30 des m6thodes physiques comme la spectroscopic de force atomique, Teffet tunnel, etc, ; 
les molecules radioactives comme 32 P, ou 125 L 
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Au sens de la piesente invention, la sonde d'hybridation peut etre une sonde dite de 
d6tection Dans ce cas, la sonde dite de detection est marquee au moyen d'un marqueur 
tel que d6fini pr<5c6demment. GrSce k la presence de ce marqueur, on peut d6tecter la 
presence d'une reaction d'hybridation entre une sonde de detection donnee et la 

5 sequence cible specifique d'une espece donn6e. 

La sonde de detection peut dtre notamment une sonde de detection « molecular 
beacons » telle que decrite par Tyagi & Kramer (Nature biotech, 1996, 14 :303-308). 
Ces "molecular beacons" deviennent fluorescentes lors de l'hybridation. Elles possedent 
une structure de type tige-boucle et contiennent un fluorophore et un groupe 

10 "quencher". La fixation de la sequence de boucle specifique avec sa sequence 
complementaire d'acide nucleique cible provoque un d6roulement de la tige et 
remission d'un signal fluorescent lors de 1' excitation a la longueur d'onde qui convient 
La sonde d'hybridation peut etre 6galement une sonde dite de capture. Dans ce cas, la 
sonde dite de capture est immobilis6e ou immobilisable sur un support solide par tout 

15 moyen appropri6, c'est-a-dire directement ou indirectement, par exemple par covalence 
ou adsorption. On detects alors la faction d'hybridation entre une sonde de capture 
donn6e et une sequence cible. 

Pour la detection de la r6action d'hybridation, on peut utiliser des sequences cibles 
marquees, directement (notamment par V incorporation d'un marqueur au sein de la 

20 sequence cible) ou indirectement (notamment par rutilisation d'une sonde de detection 
telle que d6finie pr6cedemment) la sequence cible. On peut notamment realiser avant 
T6tape d'hybridation une 6tape de marquage et/ou de clivage de la sequence cible, par 
exemple en utilisant un d6soxyribonucl€otide triphosphate marqu6 lors de la reaction 
d'amplification enzymatique. Le clivage peut Stre r6alis6 notamment par Taction de 

25 l'imidazole et de chlorine de mangan&se. La sequence cible peut aussi etre marque apres 
l'dtape ^amplification, par exemple en hybridant une sonde de detection selon la 
technique d'hybridation sandwich decrite dans le document WO 91/19812. Un autre 
mode particulier pr£f6rentiel de marquage d'acides nucldiques est d£crit dans la 
demande FR2 780 059. 

30 Comme support solide, on peut utiliser des materiaux de synthase ou des materiaux 
naturels, eventuellement modifi6s chimiquement, notamment les polysaccharides tels 
que les mat6riaux a base de cellulose, par exemple du papier, des d6riv6s de cellulose 
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tels que Facetate de cellulose et la nitrocellulose ou le dextrane, des polymeres, des 
copolymfcres, notamment h base de monomeres du type styifcne, des fibres naturelles 
telles que le coton, et des fibres synthfetiques telles que le nylon ; des mat6riaux 
min&aux tels que la silice, le quartz, des veires, des ceramiques ; des latex ; des 
5 particules magnetiques ; des d6riv6s m6talliques, des gels etc, Le support solide peut 
etre sous la forme d'une plaque de nricrotitration, d'une membrane comme d6crit dans la 
demande WO 94/12670, d'une particule. 

Selon un mode pr6f6r6 de realisation de Finvention, la sonde de detection comprend un 
flurophore et un quencher. Selon un mode encore plus pr6f6r6 de realisation de 
10 Tinvcntion, la sonde d'hybridation comprend un flurophore FAM (6-carboxy- 
fluorescein) ou ROX (6-carboxy-X-rhodamine) en son extremity 5' et un quencher 
(Dabsyl) en son extremity 3'. Dans la suite de Fexpos6, une telle sonde d'hybridation 
est appel6e « molecular beacon ». 

Selon un mode pr6f6r6 de realisation de Finvention, les 6tapes B et C sont effectuees en 
15 meme temps. Ce mode prefSre peut etre mise en oeuvre par «NASBA en temps r6el » 
qui regroupe en une etape unique la technique d' amplification NASBA et la detection 
en temps rdel qui fait appel & des "molecular beacons". La reaction NASBA intervient 
dans le tube, produisant de FARN simple brin avec lequel les "molecular beacons" 
spficifiques peuvent s'hybrider simultan6ment pour donner un signal fluorescent La 
20 formation des nouvelles molecules d'ARN est mesuree en temps r€el par contr61e 
continu du signal dans un lecteur fluorescent Contrairement h une amplification par 
RT-PCR, F amplification en NASBA peut se faire en presence d'ADN dans 
F6chantiflon. II n'est done pas n6cessaire de verifier que FADN a bien 6t6 
compfetement 61imin6 lors de Fextraction des ARN. 
25 Tel que presente dans Fexemple ci apr&s, lorsque Fon souhaite d6tecter le gene cible 
codant ESR1 (sequence de reference NCBI accession number : X03635), on utilise 
pr6f6rentiellement lors de Fetape b) 

Q une premifcie amorce de SEQ ID N°l ou 21 

□ une deuxi&me amorce de SEQ ID N°2 
30 et lors de F6tape c) 

□ une sonde de d6tection comprenant la SEQ ID N°9. 
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Tel que pr6sent6 dans l'exemple ci apr&s, lorsque Ton souhaite d6tecter le gene cible 
codant PGR (s6quence de reference NCBI accession number : NM_000926), on utilise 
pr6f6rentiellement lors de l'6tape b) 

□ une premiere amorce de SEQ ID N°3 ou 22 
5 □ une deuxieme amorce de SEQ ID N°4 

et lors de F£tape c) 

□ une sonde de detection comprenant la SEQ ID N°10 

Tel que pr6sent6 dans Texemple ci apres, lorsque Ton souhaite d6tecter le g&ne cible 
codant ESR2 (s6quence de r6f£rence NCBI accession number : MN_001437), on utilise 
10 pr6f£rentiellement lors de F6tape b) 

a une premiere amorce de SEQ ID N°5 ou 23 

□ une deuxieme amorce de SEQ ID N°6 
et lors de l'6tape c) 

o une sonde de detection comprenant la SEQ ID N°l 1 
15 Tel que present^ dans Texemple ci aprfes, lorsque Ton souhaite d^tecter le gene cible 
codant HER2 (sequence de reference NCBI accession number : NM_00448), on utilise 
pr6f£rentiellement lors de F6tape b) 

□ une premiere amorce de SEQ ID N°7 ou 24 

□ une deuxifcme amorce de SEQ ID N°8 
20 et lors de l'&ape c) 

□ une sonde de detection comprenant la SEQ ID N°12 

Tel que pi^sente dans Pexemple ci apres, lorsque Ton souhaite d6tecter le gene de 
manage PPIB (sequence de r&fcrence NCBI accession number : M60857), on utilise 
pr6f6rentiellement lors de F€tape b) 
25 □ une premiere amorce de SEQ ID N°27 ou 30 

□ une deuxifeme amorce de SEQ ID N°28 
et lors de F6tape c) 

□ une sonde de detection comprenant la SEQ ID N°29 

30 Lorsqu'on utilise, lors de F£tape B, une paire d' amorces d' amplification pour obtenir 
des amplicons sp6cifiques d'un gene de menage, lesdits amplicons spgcifiques d'un 
gene de manage peuvent etre d6tectes comparablement a ce qui est d6crit 
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prec6demment, par notamment 1'utilisation d'une sonde de detection, Selon un mode 
pr6fere de realisation de Tinvention, le gene de manage est le gene PPBB qui code la 
cyclophyline B et la sonde de detection comprend au moins 10, preferentiellement 15 et 
encore plus preferentiellement 20 motifs nucl€otidiques d'une sequence nucleotidique 
5 choisie parmi SEQ ID N°27 a 29. Preferenliellement, cette sonde de detection comprend 
un flurophore et un quencher. 



L'invention concerne egalement une amorce d.' amplification comprenant au moins 10, 
preferentiellement 15, et encore plus preferentiellement 20 motifs nucleotidiques d'une 

10 sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID N°l a SEQ ID N°20. 

Selon un mode pr6fer6 de realisation de l'invention, 1* amorce d' amplification comprend 
un promoteur permettant l'initiation de la transcription par une polymerase du 
bacteriophage 17. Cette amorce peut etre notamment Tune quelconque des SEQ ID N° 
21 h. 24, et est preferentiellement utilise dans une reaction d' amplification NASBA. 

15 L'invention concerne egalement une pake d' amorce choisi parmi les paires d' amorces 
suivantes : 

□ une premiere amorce d' amplification comprenant au moins 10, 
preferentiellement 15 et encore plus preferentiellement 20 motifs nucleotidiques 
de la sequence nucleotidique SEQ ID N°l et une deuxieme amorce 

20 d' amplification comprenant au moins 10, preferentiellement 15 et encore plus 

preferentiellement 20 motifs nucleotidiques de la sequence nucleotidique SEQ 
ID N°2; k titre indicatif, lorsque la premiere amorce a pour sequence la SEQ ID 
N°l, et la deuxi&me amorce a pour sequence la SEQ ID JSf°2, on obtient un 
amplicon, sp6cifique du gfene codant ESR1, d'une taille de 202 paires de base, 

25 qui correspond a la sequence 1427-1629 sur la sequence codant ESR1 de 

r6f6rence (GenbankX03635). 

□ une premiere amorce d' amplification comprenant au moins 10, 
preferentiellement 15 et encore plus preferentiellement 20 motifs nucleotidiques 
de la sequence nucleotidique SEQ ID N°3 et une deuxieme amorce 

30 d' amplification comprenant au moins 10, preferentiellement 15 et encore plus 

preferentiellement 20 motifs nucleotidiques de la sequence nucleotidique SEQ 
ID N°4 ; a titre indicatif, lorsque la premiere amorce a pour sequence la SEQ ID 
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N°3, et la deuxieme amorce a pour sequence la SEQ ID N°4, on obtient alors un 
amplicon, specifique du gene codant PGR, d'une taille de 184 paires de base, 
qui correspond k la sequence 2761-2945 sur la sequence codant PGR de 
reference (Genbank NM_000926). 
Q une premiere amorce d' amplification comprenant au moins 10, 
pfeferentiellement 15 et encore plus preferentiellement 20 motifs nucieotidiques 
de la sequence nucleotidique SEQ ID N°5 et une deuxieme amorce 
d' amplification comprenant au moins 10, preferentiellement 15 et encore plus 
preferentiellement 20 motifs nucieotidiques de la sequence nucleotidique SEQ 
ID N°6 ; k titre indicatif, lorsque la premiere amorce a pour sequence la SEQ ID 
N°5, et la deuxieme amorce a pour sequence la SEQ ID N°6, on obtient alors un 
amplicon, specifique du g&ne codant ESR2, d'une taille de 210 paires de base, 
qui correspond k la sequence 1640-1850 sur la sequence codant ESR2 de 
reference (Genbank MN_001437) 

□ une premiere amorce d' amplification comprenant au moins 10, 
preferentiellement 15 et encore plus preferentiellement 20 motifs nucieotidiques 
de la sequence nucleotidique SEQ ID N°7 et une deuxieme amorce 
d' amplification comprenant au moins 10, preferentiellement 15 et encore plus 
preferentiellement 20 motifs nucieotidiques de la sequence nucleotidique SEQ 
ID N°8 ; a titre indicatif, lorsque la premiere amorce a pour sequence la SEQ ID 
N°7, et la deuxieme amorce a pour sequence la SEQ ID N°8, on obtient alors un 
amplicon, specifique du gene codant HER2, d'une taille de 185 paires de base, 
qui correspond h la sequence 2567-2752 sur la sequence codant HER2 de 
r#6rence (Genbank MN_004448). 

□ une premiere amorce d' amplification comprenant au moins 10, 
pr6f6rentiellement 15 et encore plus preferentiellement 20 motifs nucl6otidiques 
de la sequence nucleotidique SEQ ID N°13 et une deuxi&me amorce 
d' amplification comprenant au moins 10, preferentiellement 15 et encore plus 
preferentiellement 20 motifs nucieotidiques de la sequence nucleotidique SEQ 
ID N°14 ; k titre indicatif, lorsque la premiere amorce a pour sequence la SEQ 
ID N°13, et la deuxieme amorce a pour sequence la SEQ ID N°14, on obtient un 
amplicon, specifique du gene codant ESR1, d'une taille de 858 paires de base, 
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qui correspond & la sequence 808-1666 sur la sequence codant ESR1 de 
reference (Genbank X03635). 
a une premiere amorce d' amplification comprenant au moins 10, 
preferentiellement 15 et encore plus preferentiellement 20 motifs nucieotidiques 
de la sequence nucleotidique SEQ ID N°15 et une deuxieme amorce 
d' amplification comprenant au moins 10, preferentiellement 15 et encore plus 
preferentiellement 20 motifs nucieotidiques de la sequence nucleotidique SEQ 
ID N°16 ; k titre indicatif, lorsque la premiere amorce a pour sequence la SEQ 
ID N°15, et la deuxieme amorce a pour sequence la SEQ ID N°16, on obtient 
alors un amplicon, specifique du g£ne codant PGR, d'une taille de 658 paires de 
base, qui correspond a la sequence 2319-2977 sur la sequence codant PGR de 
reference (Genbank NM 000926). 

□ une premifere amorce d' amplification comprenant au moins 10, 
preferentiellement 15 et encore plus preferentiellement 20 motifs nucieotidiques 
de la sequence nucleotidique SEQ ID N°17 et une deuxieme amorce 
d' amplification comprenant au moins 10, preferentiellement 15 et encore plus 
preferentiellement 20 motifs nucl6otidiques de la sequence nucleotidique SEQ 
ID N°18 ; £ titre indicatif, lorsque la premiere amorce a pour sequence la SEQ 
ID N°17, et la deuxifeme amorce a pour sequence la SEQ ID N°18, on obtient 
alors un amplicon, specifique du gene codant ESR2, cl'une taille de 702 paires 
de base, qui correspond a la sequence 1246-1948 sur la sequence codant ESR2 
de reference (Genbank MN_001437) 

□ une premiere amorce d' amplification comprenant au moins 10, 
preferentiellement 15 et encore plus preferentiellement: 20 motifs nucieotidiques 
de la sequence nucleotidique SEQ ID N°19 et une deuxi&me amorce 
d' amplification comprenant au moins 10, preferentiellement 15 et encore plus 
preferentiellement 20 motifs nucieotidiques de la sequence nucleotidique SEQ 
ID N°20 ; & titre indicatif, lorsque la premfere amorce a pour sequence la SEQ 
ID N°19, et la deuxifeme amorce a pour sequence la SEQ ID N°20, on obtient 
alors un amplicon, specifique du gfene codant HER2, d'une taille de 928 paires 
de base, qui correspond a la sequence 2123-3051 sur la sequence codant HER2 
de reference (Genbank MNJXM448). 
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Selon un mode pr6f6r6 de realisation de F invention, ladite premiere amorce comprend 
un promoteur permettant Finitiation de la transcription par une polymerase du 
bacteriophage T7. Cette amorce peut etre notamment Tune quelconque des SEQ ID 21 & 
24. Lorsque premiere amorce comprend un promoteur permettant F initiation de la 
5 transcription par une polymerase du bacteriophage T7, cette premiere amorce est 
preferentiellement comprise dans une pake d' amorces choisie parmi les paires d' amorce 
suivantes : 

□ une premiere amorce d' amplification de SEQ ID N°21 et une deuxifcme amorce 
d' amplification comprenant au moins 10, preferentiellement 15 et encore plus 

10 preferentiellement 20 motifs nucieotidiques de la sequence nucieotidique SEQ 

IDN°2; 

□ une premiere amorce d' amplification de SEQ ID N°22 et une deuxieme amorce 
d* amplification comprenant au moins 10, preferentiellement 15 et encore plus 
preferentiellement 20 motifs nucieotidiques de la sequence nucieotidique SEQ 

15 IDN°4; 

□ une premiere amorce d* amplification de SEQ ID N°23 et une deuxieme amorce 
d' amplification comprenant au moins 10, preferentiellement 15 et encore plus 
preferentiellement 20 motifs nucieotidiques de la sequence nucieotidique SEQ 
IDN°6; 

20 □ une premiere amorce d* amplification de SEQ ID N°24 et une deuxieme amorce 

d' amplification comprenant au moins 10, preferentiellement 15 et encore plus 
preferentiellement 20 motifs nucieotidiques de la sequence nucieotidique SEQ 
JDN°8; 

L'invention concerne egalement Futilisation d'au moins une amorce d' amplification 
25 telle que definie precedemment et/ou d'au moins une paire d' amorce telle que deftnie 
prec6demment lors d'une reaction d' amplification NASBA. 

L'invention concerne egalement une amorce d' amplification pour obtenir des amplicons 
spetifiques d'un g&ne de menage, Cette amorce d' amplification comprend 
preferentiellement au moins 10, preferentiellement 15 et encore plus preferentiellement 
30 20 motifs nucieotidiques d'une sequence choisie parmi les SEQ ID N°25 h. 29. 

L'invention concerne egalement une paire d' amorces d' amplification pour obtenir des 
amplicons specifiques d'un g£ne de menage, choisie parmi les paires suivantes : 



WO 2005/056829 PCT/FR2004/050661 

21 

□ une premiere amorce d' amplification comprenant au moins 10, 
preferentiellement 15 et encore plus preferentiellement 20 motifs nucleotidiques 
de la sequence nucleotidique SEQ ID N°27 et une deuxieme amorce 
d' amplification comprenant au moins 10, preferentiellement 15 et encore plus 

5 preferentiellement 20 motifs nucleotidiques de la sequence nucleotidique SEQ 

ID N°28; a litre indicatif, lorsquc la premiere amorce a pour sequence la SEQ ID 
N°27, et la deuxieme amorce a pour sequence la SEQ ID N°28, on obtient un 
amplicon, specifique du gene PPIB, d'une taille de 239 paires de base, qui 
correspond k la sequence 231-470 sur la sequence PPIB de reference (Genbank 
10 M60857) 

□ une premiere amorce d' amplification comprenant au moins 10, 
pr6f6rentiellement 15 et encore plus preferentiellement 20 motifs nucleotidiques 
de la sequence nucleotidique SEQ ID N°25 et une deuxieme amorce 
d' amplification comprenant au moins 10, preferentiellement 15 et encore plus 

15 preferentiellement 20 motifs nucleotidiques de la sequence nucleotidique SEQ 

ID N°26; k titre indicatif, lorsque la premiere amorce a pour sequence la SEQ ID 
N°25, et la deuxieme amorce a pour sequence la SEQ ID N°26, on obtient un 
amplicon, sp&ifique du g&ne PPIB, d'ime taille de 639 paires de base, qui 
correspond & la sequence 11-650 sur la sequence PPEB de reference (Genbank 
20 M60857). 

Selon un mode particulier de realisation de Tinvention, ladite paire d'amorces 
d' amplification utilisee pour obtenir des amplicons sp6cifiques d*un g£ne de manage 
comprend une premiere amorce comprenant un promoteur permettant 1' initiation de la 
transcription par une polymerase du bacteriophage T7. Ladite premiere amorce 
25 d' amplification est preferentiellement de SEQ ID N°30 et ladite deuxieme amorce 
d' amplification comprend preferentiellement au moins 10, preferentiellement 15 et 
encore plus preferentiellement 20 motifs nucleotidiques de la sequence nucleotidique 
SEQK>N°28. 

L'invention concerne egalement une sonde de detection comprenant au moins 10, 
30 preferentiellement 15 et encore plus preferentiellement 20 motifs nucleotidiques d'une 
sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID N°l a SEQ ID N°20. 
Preferentiellement, cette sonde de detection comprend un flurophore et un quencher. 



WO 2005/056829 PCT7FR2004/050661 

22 

L'invention concerne egalement une sonde d'hybridation pour d€tecter des amplicons 
specifiques d'un gene de manage. Pr6f£rentiellement, cette sonde de detection 
cornprend au moins 10, pr6f6rentieUement 15 et encore plus pr£f6rentiellement 20 
motifs nucleotidiques d'une sequence nucteotidique choisie parmi SEQ ID N°27 a 29. 
5 Pr6f6rentiellement, cette sonde de detection cornprend un flurophore et un quencher. 
L'invention concerne Egalement l'utilisation d'au moins unc amorce telle que d6finie 
precedemment et/ou d'au moins une paire d' amorces telle que d6finie prec€demment 
et/ou d'au moins une sonde de detection telle que dSfinie pr6c£demment pour le 
diagnostic/pro nostic d'un cancer du sein. 
10 L'invention concerne enfin un kit pour le diagnostic/pronostic d'un cancer du sein 
comprenant au moins une amorce telle que d^finie precedemment et/ou d'au moins une 
paire d'amorces telle que dfifinie precedemment et/ou d'au moins une sonde de 
detection telle que dSfinie precedemment 

Tel que presente dans l'exemple ci apres, lorsque Ton souhaite detecter le gene cible 
15 codant ESR1, le kit cornprend pr6f6rentiellement 

□ une premiere amorce de SEQ ID N°l ou 21 

□ une deuxieme amorce de SEQ ID N°2 

□ une sonde de detection comprenant la SEQ ID N°9. 

Tel que pr6sent6 dans l'exemple ci apres, lorsque Ton souhaite d6tecter le g&ne cible 
20 codant PGR, le kit cornprend pr6f6rentiellement 

□ une premiere amorce de SEQ ID N°3 ou 22 

□ une deuxieme amorce de SEQ ID N°4 

□ une sonde de detection comprenant la SEQ ID N° 10 

Tel que pr6sent£ dans l'exemple ci aprfcs, lorsque Ton souhaite d&ecter le gfene cible 
25 codant ESR2 (sequence de reference NCBI accession number: MN_0O1437), le kit 
cornprend pr6f6rentiellement 

□ une premiere amorce de SEQ ID N°5 ou 23 

□ une deuxieme amorce de SEQ ID N°6 

□ une sonde de detection comprenant la SEQ ID N°l 1 

30 Tel que pr6sent<5 dans l'exemple ci aprfcs, lorsque Ton souhaite d6tecter le g&ie cible 
codant HER2 (sequence de reference NCBI accession number : NM_0O448), le kit 
cornprend pref erentiellement 
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□ une premiere amorce de SEQ ID N°7 ou 24 

□ une deuxifeme amorce de SEQ ID N°8 

□ une sonde de detection comprenant la SEQ ID N°12 

Tel que present^ dans F exemple ci aprfcs, et selon un mode particulier de realisation de 
5 Finvention, le kit comprend en outre 

□ une premiere amorce de SEQ ID N°27 ou 30 

□ une deuxieme amorce de SEQ ID N°28 

a une sonde de detection comprenant la SEQ ID N°29 

10 La figure suivante est donn6e & titre illustrative et n'a aucun caracfere limitatif. 

Elle permettra de mieux comprendre Finvention. 

La figure 1 reprSsente les courbes standards obtenues pour les genes ESR1 (fig la), 
PGR (fig lb), ESR2 (fig lc), HER2 (fig Id), et PPIB (fig le) telles que d6crites dans 
Fexemple l-3a. Chaque courbe standard, obtenue pour chaque g&ne a partdr d'une 

15 sequence de r6f6rence qui est sp&rffique du g&ne, transcrits en ARN in vitro dans un 
plasmide, repr6sente le temps d' apparition de la phase exponentielle de F amplification 
(on parle 6galement de TTP : time to positivity, temps seuil) en fonction du nombre de 
copies d'ARN presentes au debut de F amplification par NASBA (plus la quantity de 
depart de copies d'ARN est importante au d€but de F amplification, plus le temps 

20 d' apparition de la phase exponentielle est court). 

Les exemples suivants sont donnas h titre illustratif et n'ont aucun caractdre 
limitatif. Us permettront de mieux comprendre Finvention. 

25 Exemple 1 - Amplification et detection en temps reel des ARNm codant ESR1, 
PGR, ESR2 et HER2 

V Obtention et preparation des ^chantillons 

Cet exemple a 6t6 realise & partir de trois lignfes de cellules tumorales, dont 
30 F expression en rdcepteurs hormonaux a prdalablement 6t& d6termin£e par IHC ou 
radioligand (ou LBA), ont ete utilises : MCF-7 (exprimant les nScepteurs ESR1 et 
PGR), T47D (n'exprimant pas le r6cepteur ESR1 et exprimant le r6cepteur PGR) et BT- 
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549 (n'exprimant ni le recepteur ESR1, ni le recepteur PGR). Ces lignees proviennent 
de 1' American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, USA). Ces lignees 
cellulaires ont 6t£ mises en culture dans un milieu DMEM (MCF-7) ou RPMI 1640 
(T47D et BT-549), supplement^ en s6rum foetal de boeuf (10%), L glutamine (2mM), 
5 acides amines non essentiels (1%) et slreptomycine (10 |J.g/ml) k 37°C sous atmosphere 
comprenant 5% de C02. 

Cet exemple a 6galement 6t6 r6alis6 k partir de tumeurs de patientes (n=102) atteintes 
d'un cancer du sein dont l'expression en recepteurs hormonaux ER et PR (appel6 
6galement ESR1 et PGR) 6tait prealablement d6termin6e par radioligand (LBA) selon 

10 une technique classiquc connue de rhomme du m6tier. La technique LBA nous 
renseignait sur la presence de r€cepteurs ER et PR fonctionnels dans le cytosol des 
cellules- L'expression en HER2 etait pr6alablement determine par PCR quantitative 
(nous renseignant sur 1' amplification du gene HER2) et ELISA (nous renseignant sur 
l'expression de la proteine membranaire cod6e par le gene HER2) selon une technique 

15 classique connue de rhomme du m&ter.). 

21 Extraction des ARN totaux 

Les ARN totaux ont 6t£ extraits de lignfies cellulaires, par l'utilisation de Trizol® 
Reagent selon les iecommandations des fournisseur du kit (Invitrogen, Canada). La 
20 qualit6 et la quantit6 en ARN ont 6t6 d6terminees k 260 et 280 nm et contr616es sur gel 
agarose. Les ARN ont ensuite ete congers a-70°C jusqu'k utilisation. 
Des ARN totaux ont egalement 6x6 extraits d'une fa^on comparable de tumeurs de 
patientes atteintes d'un cancer du sein. 

25 3) Amplification par NASBA 

La inaction d' amplification par NASBA est bas6e sur 1' activity simultan6e d'une 
reverse transcriptase du virus aviaire myfioblaste (AMV-RT), d'une RNAse H d'E. coli 
et d'une ARN polymerase du bacteriophage T7 (Compton J, 1991, Nature, 350 : 91-92). 
La detection en temps r6el des amplicons est r6alis6e par Futilisation d'un lecteur 
30 Nuclisens EasyQ® (bioM&ieux BV, The Netherland) et sondes de detection « 
molecular beacons », telles que d^finies pr^cedemment La quantification en NASBA 
est bas6e sur Futilisation d'une courbe standard, obtenue k partir d'une sequence de 
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reference, specifique du g&ne cible, transcrits en ARN in vitro dans un plasmide. Cette 
courbe standard represente le temps d' apparition de la phase exponentielle de 
T amplification en fonction du nombie de copies d'ARN pr6sentes au d6but de 
1* amplification par NASBA (plus la quantity de depart de copies d'ARN est importante 
5 au d6but de r amplification, plus le temps d* apparition de la phase exponentielle est 
court). 



a) Amplification des genes ESR1, PGR, ESR2, HER2 et du gfene de menage PPIB - 
Obtention d'une courbe standard 

10 Courbe standard du gene cible codant ESR1 

Pour le gene cible codant ESR1 (sequence de r£f£rence NCBI accession number : 
X03635), il a 6t6 utilis6e une premiere amorce de SEQ ID N°13 5' TACAGGCCAA 
ATTCAGATAA TCGAC 3' et une deuxieme amorce de SEQ ID N°14 5* 
GGAACCGAGAT GATGTAGCCA 3\ localisees respectivement en position 808-832 

15 et 1646-1666 de la sequence de reference, afin de gen€rer en PCR (un ler cycle de 
d6naturation (95°C; 1 min); puis 35 cycles comprenant les Stapes suivantes : 
d6naturation: 94°C; 1 min ; hybridation: 60°C; 1 min ; Elongation: 72°C; 2 min) et un 
dernier cycle comprenant une 6tape de denaturation: 72°C; 7 min) un amplicon de 858 
paires de bases, specifique du g&ne codant ESR1 (on parlera d' « amplicon ESR1 »). 

20 Les amplicons ESR1 obtenus tels que d£crit ci dessus, ont ensuite 6t6 clones en 
plasmide pGEM-T (Promega, Madison, USA). 

La sequence de ces amplicons ESR1 a 6t6 v6rifi£e par sequen?age (Biofidal, Vaulx en 
Velin, France), afin de s'assurer qu'il correspondait bien & la sequence du g&ne cible 
que Ton souhaitait amplifier. Les amplicons obtenus 6taient bien sp6cifiques du gene 
25 ESR1. 

Les amplicons ont alors 6t6 transcrits en ARN in vitro par Futilisation d'une ARN 
polymerase (T7 ou SP6 (Megascript® kit, Anibion, Austin, USA), selon Torientation de 
P amplicon). Apr&s Elimination du plasmide par traitement k la DNAse, les ARN ont 6t6 
purifies par Rneasy® Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) et quantifies 
30 (RNA6000Nano, Agilent Technologies, Walbronn, Germany). 

Les ARN obtenus ci dessus ont 6t6 dilu6s a differentes concentrations (solution stock : 
0,2.10 u copies/jil, dilution en cascade O^.IO 11 copies/|il & O.2.10 2 copies/|il). Ces 
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dilutions en cascade sont amplifiees par NASBA h l'aide du kit Nuclisens basic® 
(bioM6rieux BV, The Netherlands) en presence des amorces specifiques ESR1 SEQ ID 
N° 1 et ESR1 N°2 et du « molecular beacons » SEQ ID N°9 : 

□ O^^tM d'une premiere amorce ESR1 de SEQ ID N°l 5' CTCCACCATG 
5 CCCTCTACAC A 3', comprenant, en son extr6mit6 5\ et indique en minuscule, 

une sequence comprenant le promo teur de la polymerase T7, c'est & dire une 
premiere amorce dont la sequence entiere est la SEQ ID N°21 : 5' aattctaata 
cgactcacta tagggagaag gCTCCACCAT GCCCTCTACA CA 3\ 

□ 0,2 \iM d'une deuxifeme amorce ESR1 de SEQ ID N°2 5' ACATGATCAA 
10 CTGGGCGAAGA3'). 

□ 0,ljiM de «molecular beacons» comprenant la SEQ ID N°9 5' 
GATCCTGATGATTGGTCTCG 3\ marquees avec un fluorophore FAM (6- 
carboxy-fluorescein) en 5', et d'un « quencher » (Dabsyl) en 3' (sequence 
complete : 5* FAM-cgatcgGATC CTGATGATTG GTCTCGcgat cg-Dabsyl 3\ 

15 Au cours de T amplification le signal s'intensifie proportionnellement k la quantity 
d'amplicons produits. La courbe de fluorescence en fonction du temps permet de definir 
le temps ou la phase exponentielle de I amplification d6marrera (encore appel6 TTP : 
time to positivity, temps seuil). La courbe standard ESR1 relie le nombre de transcrit 
pr6sent au depart dans la solution en fonction du TTP d6tect6 lors de T amplification 

20 NASBA. A Taide d'une courbe standard, on calcule de maniere absolue le nombre de 
copies du gene cible. Enfin cette valeur est normalis6e grace a un gfene de menage, en 
r occurrence le g£ne PPIB. Cette courbe standard ESR1, representee figure la. 

Courbe standard du gene able codant PGR 
La courbe du gfcne cible codant PGR a 6\6 r6alis£e selon le meme principe que pour 

25 ESR1, & Texception des amorces d' amplification utilises et des «molecular beacons », 
qui 6taient sp6cifiques de PGR. 

Ainsi, pour le gfene cible codant PGR (sequence de reference NCBI accession number : 
NM_000926), il a 6t6 utilisfe une premiere amorce de SEQ ID N°15 5* 
TGACAAGTCT TAATCAACTA GG 3'et une deuxieme de SEQ ID N°16 5' 
30 TCACTTTTTAT GAAAGAGAAG GG 3', localis6es respectivement en position 2319- 
2340 et 2955-2977 de la sequence de reference. La sequence de ces amplicons PGR a 
6t6 veriftee par s6quen9age (Biofidal, Vaulx en Velin, France), a fin de s' assurer qu'il 
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correspondait bien a la sequence du gene cible que Ton souhaitait amplifier. Les 
amplicons obtenus etaient bien specifiques du gene PGR. 

Les amplicons ont alors 6t6 transcrits en ARN in vitro par l'utilisation d'une ARN 
polymerase (T7 ou SP6 (Megascript® kit, Ambion, Austin, USA), selon 1* orientation de 
5 Famplicon). Apres Elimination du plasmide par traitement & la DNAse, les ARN ont et£ 
purifids par Rneasy® Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) et quantifies 
(RNA6000Nano, Agilent Technologies, Walbronn, Germany). 

Les ARN obtenus ci dessus ont 6t6 dilues h differentes concentrations (solution stock : 
0,2.10 u copies/jil, dflution en cascade 0,2.10 n copies/|il h. 0,2.10 2 copies/|il). Ces 
10 dilutions en cascade sont amplifies par NASBA & Taide du kit Nuclisens basic® 
(bioMerieux B V, The Netherlands) en pi€sence 

□ 0,l|iM d'une premiere amorce PGR de SEQ ID N°3 5' TCCCTGCCAA 
TATCTTGGGT A 3*, comprenant, en son extr6mit6 5', et indiqu6 en minuscule, 
une sequence comprenant le promoteur de la polymerase T7, c'est &. dire une 

15 premiere amorce dont la sequence enti&re est SEQ ID N°22 : 5' aattctaata 

cgactcacta tagggagaag gTCCCTGCCA ATATCTTGGG TA 3% 

□ 0,1 \xM d'une deuxifcme amorce PGR de SEQ ID N°4 5' AGTTGTGTCG 
AGCTC AC AGC 3 ' , 

□ 0,1 |iM de « molecular beacons » utilises comprenant la SEQ ID N°10 5' 
20 CGGGCACTGAGTGTTGAATT 3% marquees avec un fluorophore FAM (6- 

carboxy-fluorescein) a leur extremity 5', et d'un « quencher » (Dabsyl) & son 
extremity 3' (sequence complete : 5' FAM-cgatcgCGGG CACTGAGTGT 
TGAATTcgat cg-Dabsyl 3'). 

La courbe standard PGR est representee figure IB. 
25 Courbe standard du gene cible codant ESR2 

La courbe du gfcne cible codant BSR2 a 6t6 i6alis6e selon le meme principe que pour 

ESR1, h. Fexception des amorces d' amplification utilises et des « molecular beacons », 

qui 6taient specifiques de ESR2. 

Ainsi, pour le gene cible codant ESR2 (sequence de inference NCBI accession number : 
30 MN__001437), il a et<£ utilis6e une premiere amorce de SEQ ID N°17 5' 
GCCGCCCCAT GTGCTGAT 3' et une deuxieme amorce de SEQ ID N°18 5' 
GGACCCCGTGA TGGAGGACTT 3', localises respectivement en position 1246- 
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1263 et 1928-1948 de la sequence de inference. La sequence de ces amplicons ESR2 a 
6te verifi6e par s6quengage (Biofidal, Vaulx en Velin, France), afin de s' assurer qu'il 
correspondait bien & la sequence du g£ne cible que Ton souhaitait amplifier. Les 
amplicons obtenus 6taient bien sp6cifiques du gene ESR2. 

5 Les amplicons ont alors €i€ txanscrits en ARN in vitro par l'utilisation d'une ARN 
polymerase (T7 ou SP6 (Megascript® kit, Ambion, Austin, USA), selon 1' orientation de 
l'amplicon). Apres Elimination du plasmide par traitement k la DNAse, les ARN ont 6\6 
purifies par Rneasy® Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) et quantifies 
(RNA6000Nano, Agilent Technologies, Walbronn, Germany). 

10 Les ARN obtenus ci dessus ont 6t6 dilu6s h. differentes concentrations (solution stock : 
0,2.10 n copies/|al, dilution en cascade 0,2.10 H copies/(il h O^IO 2 copies/|il). Ces 
dilutions en cascade sont amplifies par NASBA k l'aide du kit Nuclisens basic® 
(bioM&ieux BV, The Netherlands) en presence de : 

□ 0,2}jiM d'une premiere amorce ESR2 de SEQ ID N°5 5' TGAGCAGATG 
15 TTCCATGCCC T 3', comprenant, en son extremity 5\et indiqu£ en minuscule 

le promoteur de la polymerase 17, e'est a dire une premiere amorce dont la 
sequence entiere est la SEQ ID N°23 : 5' aattctaata cgactcacta tagggagaag 
gTGAGCAGAT GTTCCATGCC CT 3' , 

□ 0,2 *iM d'une deuxifeme amorce ESR2 de SEQ ID N°6 5' TCCAGTATGT 
20 ACCCTCTGGT3\ 

□ 0,ljiM de « molecular beacons » comprenant la SEQ ID N°ll 5' 
GATGCTTTGGTTTGGGTGAT 3% marquees avec un fluorophore FAM (6- 
carboxy-fluorescein) en 5*, et d'un «quencher » (Dabsyl) en 3'. 

La courbe standard ESR2 est representee figure 1C. 
25 Courbe standard du gene cible codant HER2 

La courbe du g&ne cible codant HER2 a €\6 i6alis6e selon le meme principe que pour 
ESR1, a l'exception des amorces d' amplification et des « molecular beacons », qui 
etaient sp6cifiques de HER2. 

Ainsi, pour le gfene cible codant HER2 (sequence de reference NCBI accession number : 
30 NM_00448), il a 6t6 utilisde une premiere amorce de SEQ ID N°19 5' TGGTTGGCAT 
TCTGCTGGTC GTGGT 3*et une deuxieme amorce de SEQ ID N°20 5' 
TGGCCGACAT TCAGAGTCAA TCATC 3\ localises respectivement en position 
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2123-2147 et 3027-3051 de la s6quence de reference. La sequence de ces amplicons 
HER2 a 6t6 v6rifiee par s£quengage (Biofidal, Vaulx en Velin, France), afin de s 5 assurer 
qu'il correspondait bien k la sequence du gfcne cible que Ton souhaitait amplifier. Les 
amplicons obtenus £taient bien specifiques du g&ne HER2. 
5 La sequence de ces amplicons HER2 a 6t6 v6rifiee par s6quengage (Biofidal, Vaulx en 
Velin, France), afin de s'assurer qu'il correspondait bien k la sequence du gfene cible 
que Ton souhaitait amplifier. Les amplicons obtenus £taient bien sp6cifiques du gSne 
HER2. 

Les amplicons ont alors 6t6 transcrits en ARN in vitro par l'utilisation d'une ARN 
10 polymerase (T7 ou SP6 (Megascript® kit, Ambion, Austin, USA)), selon T orientation 
de Tamplicon). Apres elimination du plasmide par traitement a la DNAse, les ARN ont 
et£ purifies par Rneasy® Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) et quantifies 
(RNA6000Nano, Agilent Technologies, Walbronn, Germany). 

Les ARN obtenus ci dessus ont ete dilufis k differentes concentrations (solution stock : 
15 0,2.10 u copies/|il, dilution en cascade 0,2.10 u copies/|il k 0,2.10* copies/|il). Ces 
dilutions en cascade sont amplifies par NASBA k Taide du kit Nuclisens basic® 
(bioM6rieux B V, The Netherlands) en presence de : 

□ 0,2^M d'une premiere amorce HER2 de SEQ ID N°7 5' GAGCCAGCCC 
GAAGTCTGTA 3% comprenant, en son extr6mit6 5\et indiqu£ en minuscule le 

20 promoteur de la polymerase T7, c'est k dire une premifere amorce dont la 

sequence entifcre est SEQ ID N°24 : 5' aattctaata cgactcacta tagggagaag g 
GAGCCAGC CCGAAGTCTG TA 3\ 

□ 0,2 jiM d'une deuxieme amorce HER2 de SEQ ID N°8 5' TCTTAGACCA 
TGTCCGGGAA A 3% 

25 a 0,1 jiM de « molecular beacons » utilis£es comprenait la SEQ ID N°12 5' 

GGAGGATGTG CGGCTCGTAC 3\ marquees avec un fluorophorc FAM (6- 
carboxy-fluorescein) k leur extremity 5', et d'un « quencher » (Dabsyl) a son 
extremit6 3'. 

La courbe standard HER2 est representee figure ID. 
30 Courbe standard du gene cible PPIB 
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La courbe du gSne cible PPIB a ete i6alis6e selon le meme principe que pour ESR1, h. 
F exception des amorces d' amplification et des « molecular beacons », qui 6taient 
spficifiques de PPIB, 

Ainsi, pour le gene de menage PPIB (sequence de reference NCBI accession number : 
5 M60857), il a et£ utilis6e une premiere amorce de SEQ ID N°25 5' ACATGAAGGT 
GCTCCTTGCC 3' et une deuxteme amorce de SEQ ID N°26 5' GTCCCTGTGC 
CCTACTCCTT 3\ localis6es respectivement en position 11-30 et 631-650 de la 
sequence de reference. La sequence de ces amplicons PPIB a 6t£ verifi6e par 
sequen^age (Biofidal, Vaulx en Velin, France), afin de s'assurer qu'il correspondait 
10 bien k la s6quence du g&ne cible que Fon souhaitait amplifier. Les amplicons obtenus 
6taient bien sp&nfiques du gene PPIB. 

Les amplicons ont alors et6 txanscrits en ARN in vitro par Futilisation d'une ARN 
polymerase (T7 ou SP6 (Megascript® kit, Ambion, Austin, USA), selon F orientation de 
Famplicon). Apres elimination du plasmide par traitement k la DNAse, les ARN ont 6te 
15 purifies par Rneasy® Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) et quantifies 
(RNA6000Nano, Agilent Technologies, Walbronn, Germany). 

Les ARN obtenus ci dessus ont 6t6 dilu6s h. diff6rentes concentrations (solution stock : 
0,2.10 n copies/|il, dilution en cascade 0,2.10 u copies/jil a 0,2.10* copies/jil). Ces 
dilutions en cascade sont amplifies par NASBA k Faide du kit Nuclisens basic® 
20 (bioM6rieux B V, The Netherlands) en presence de : 

□ 0,2 )nM d'une premiere amorce PPIB de SEQ ID N°27 5* CAGGCTGTCT 
TGACTGTCGT GA 3\ comprenant, en son extr6mit6 5\et indiqu6 en 
minuscule une sequence comprenant le promoteur de la polymerase T7, c'est & 
dire une premiere amorce dont la sequence entire est SEQ ID N°30 : 5' 

25 aattctaata cgactcacta tagggagaag gCAGGCTGTC TTGACTGTCG TGA 3% 

□ 0,2 jiM d'une deuxifeme amorce PPIB de SEQ ID N°28 5' AGGAGAGAAA 
GGATTTGGCT 3' 

□ 0,l|iM de « molecular beacons » comprenant la SEQ ID N°29 5' 
GATCCAGGGCGGAGACTTCA 3', marquees avec un fluorophore ROX (6- 

30 carboxy-X-rhodamine) en 5\ et d'un « quencher » (Dabsyl) en 3' (sequence 

complete : 5' ROX-cgatcgGATC CAGGGCGGAG ACTTCAcgat c#-Dabsyl 3*. 
La courbe standard PPIB est representee figure IE. 
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b) reaction d 'amplification varNASBA : 

bl) Amplification en duplex des genes ESR1 et PPIB 
Cette reaction d' amplification a 6t6 realisee a Taide d'un kit Nuclisens basic® 
5 (bioMfirieux BV, The Netherlands). Pour cela, 5 ng d'ARN totaux, extraits des 
diff&entes lign6es cellulaires, ont 6t6 ajout6 k 10 \il de tampon NASBA (concentration 
finale dans 20 jil de milieu neactionnel : 40 mM de Tris HQ pH 8,5, 12mM MgC12, 
70mM KC1, 5mM dithiotreitol, 15% v/v DMSO, ImM de chaque dNTP, 2mM de 
chaqueNTP). 

10 Dans ce milieu a 6t6 ajout6, 0,l|iM de « molecular beacons » comprenant 

a la SEQ ID N°9 5' GATCCTGATGATTGGTCTCG 3\ marquees avec un 
fluorophore FAM (6-carboxy-fluorescein) en 5', et d'un «quencher» (Dabsyl) 
en 3' (sequence complete: 5' FAM-cgafcgGATC CTGATGATTG 
GTCTCGcgaf C£-Dabsyl 3% pour la detection des ARN du gene ESR1 

15 □ la SEQ ID N°29 5' GATCCAGGGCGGAGACTTCA 3\ marquees avec un 

fluorophore ROX (6-carboxy-X-ihodamine) en 5', et d'un « quencher » 
(Dabsyl) en 3' (sequence complete : 5' ROX- cgatcgGATC CAGGGCGGAG 
ACTTCAcgat c^-Dabsyl 3\ pour la detection des ARN du gfene PPIB, 
Dans ce milieu a 6galement 6t6 ajout6 : 

20 □ 0,2jiM d'une premiere amorce ESR1 de SEQ ID N°l 5' CTCCACCATG 

CCCTCTACAC A 3\ comprenant, en son extremity 5\et indiqud en minuscule, 
une sequence comprenant le promoteur de la polymerase T7, c'est a dire une 
premifere amorce dont la sequence entifere est la SEQ ID N°21 : 5' aattctaata 
cgactcacta tagggagaag gCTCCACCAT GCCCTCTACA CA 3*, 

25 □ 0,2 |iM d'une deuxifcrne amorce ESR1 de SEQ ID N°2 5' ACATGATCAA 

CTGGGCGAAG A3', 
□ 0,2 [iM d'une premiere amorce PPIB de SEQ ID N°27 5' CAGGCTGTCT 
TGACTGTCGT GA 3', comprenant, en son extr6mit£ 5\et indiqu6 en 
minuscule, une sequence comprenant le promoteur de la polymerase T7, c'est k 

30 dire une premiere amorce dont la s6quence entierc est SEQ ID N°30 : 5' 

aattctaata cgactcacta tagggagaag gCAGGCTGTC TTGACTGTCG TGA 3', 
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□ 0,2 nM d'une deuxieme amorce PPEB de SEQ ID N°28 5' AGGAGAGAAA 
GGATTTGGCT 3'. 

Une preincubation a 6X6 r6alis6e durant 2 minutes k 65 °C avant une incubation de 2 
minutes k 41°C. Un volume de 5 |il d'un melange d* enzyme (0,08U de RNAse H, 32U 
5 d'ARN polymerase T7, 6,4 U d'AMV-RT) a 6X6 ajout£e, et une incubation de 90 
minutes a 6X6 r€alis6e k 41 °C 

La quantification des ARN transcrits a ete determine en temps reel (NucliSens EasyQ, 
bioM&ieux), la reaction NASBA produisant des amplicons avec lequel les "molecular 
beacons" specifiques peuvent s'hybrider simultanement pour donner un signal 

10 fluorescent La formation des nouvelles molecules d'ARN est mesurge en temps r6el par 
contrdle continu du signal dans un lecteur fluorescent, Fanalyseur NucliSens EasyQ. 
L' analyse et la communication automatis6e des donn£es sont assur6es par le logiciel 
Nuclisens TTP (bioMerieux BV, The Netherlands). La courbe standard, telle que definie 
pr6c6demment (dilution ARN transcrits : 10 8 k 10 2 copies) a 6x6 utilis6e pour la 

15 quantification de l'expression de chacun du g&ne cible ESR1 et du gene db menage 
PPIB, afin d'extrapoler le nombre de copies d'ARNm par echantillon. La quantification 
de l'expression d'un gene cible a 6X6 exprim6 par nombre de copies d'ARNm/ 5ng 
d'ARN totaux. 

Le tableau 1 prgsente l'expression du gbne ESR1 quantifife k partir de 5 ng d'ARN 
20 totaux provenant des lign6es cellulaires MCF-7, T47D et BT-549. 





Nbre copies ARNm ESR1 


Nbre copies ARNm PPEB 


ESR1/PPIB 


MCF-7 


2,24xl(T 


7,43x1a 1 


3,oixi<r z 


T47D 


3,24x10* 


234xlOP 


1,38x10" 


BT549 


NC 


4.43xlOP 


NC 



Tableau 1 - Expression du gene ESR1 dans les cellules MCF-7, T47D, BT-549 (NC : non 



calculable) 

L'expression du gene ESR1 a 6t6 exprim6e par le ratio entre le nombre de copies 
25 d'ARNm du gene cible et le nombre de copies d'ARNm du gene de menage. Ainsi, des 
ARNm de ESR1 6taient exprim6s dans les cellules MCF-7 alors qu'ils n'6taient pas 
detectees dans les cellules BT-549, en accord avec l'expression en i£cepleurs 
hormonaux de ces cellules. A noter que des ARNm de ESR1 6taient exprim^s dans les 
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cellules T47D, alors que seul le recepteur PGR etait exprim6, suggerant une regulation 
post transcriptionnelle du gene ESR1. 

Le tableau 2 pi€sente l'expression du gene ESR1 quantiftee a partir de 50 ng d'ARN 
5 totaux provenant de tumeurs IHC +, c'est £ dire exprimant des recepteurs hormonaux 
nucl6aires des cellules tumorales, ou de tumeurs 1HC-, c'est £ dire n' exprimant pas de 
recepteurs hormonaux nucteaires (moyenne sur 3-7 tumeurs). 





Moyenne copies ARNm ESR1 


Moyenne copies ARNm PPIB 


ESRl/PPIB 


Tumeurs IHC + 




4,71xl(F 


5,61x10" 


Tumeurs IHC - 


9.62X10 5 


9.39x10° 


1,02x10* 


Tableau 2 - Expression du gfene ES3 


Rl dans les tumeurs IHC + et IHC - 



10 

L'expression du gene ESR1 a ete exprim6e par le ratio entre le nombre de copies 
d'ARNm du gene cible et le nombre de copies d'ARNm du gfcne de manage. Une 
surexpiession du gfcne ESR1 6tait observ6e dans les tumeurs IHC +- 

15 A partir des courbes standards ESR1 et PPIB r6alisees pr6c6demment, la limite de 
detection et la limite de quantification ont 6X6 d6terminees pour les genes ESR1 et PPIB 
amplifies en duplex. La limite de quantification etait observ6e h. 100 copies d'ARNm 
pour ESR1 et PPIB. La limite de detection 6tait de 100 copies d'ARNm pour ESR1 et 
PPIB. 

20 La sp£cificit6 du duplex ESRl/PPIB a 6X6 test6e en i&disant 1' amplification de ESR1 en 
prfisence de « molecular beacon » specifique de PGR, et en realisant 1' amplification de 
PGR en pr6sence de « molecular beacon» spficifique de ESR1. Aucun signal n'6tait 
d6tect6. De meme, aucun signal n'6tait observe lorsque la NASBA 6tait realise a partir 
d'ARN totaux issus de la lign6e cellulaire BT-549, ESR1 et PGR negative. 

25 

Tous ces r6sultats ont 6\6 confirm6s par l'utilisation d'une autre technique 
d' amplification (RT-PCR quantitative). De plus, les rgsultats obtenus au niveau ARN 
messager par la technique NASBA pour le gfene ESR1 etait correlds a ceux obtenus au 
niveau prot&que par LBA (Ligand Binding Assay) (ESR : r = 0,77, p<0,0001 ; test 
30 statistique de com61ation Spearman). Ces resultats demontrent que l'expression des 
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ARNm de ESR1 est corr616 k la presence du Ecepteur fonctionnel dans le cytosol, 
confirmant l'mteret d'6tudier au niveau ARNm 1' expression de ce gene. 
Ces r£sultats d6montrent que le duplex ESR1/PPEB en NASBA permet une 
quantification de Fexpression du g£ne ESR1 k partir d'une tres faible quantity d'ARN 
5 totaux, et, d'une fa?on plus large, k partir d'une tres faible quantity de cellules 
tumorales, et est parfaitement adapt6 pour 6tudier le diagnostic/pronostic d'un cancer du 
sein, et la reponse d'un patient k un traitement donn6. 

b2) Amplification en duplex des genes PGR et PPIB 

10 Cette reaction d' amplification a 6t6 r6alis<Sc a l'aidc d'un kit Nuclisens basic® 
(bioM6rieux BV, The Netherlands). Pour cela, 5 ng d'ARN totaux, extraits des 
differentes lignees cellulaires, ont 6t€ ajout£ k 10 \il de tamponNASBA (concentration 
finale dans 20 jil de milieu i£actionnel : 40 mM de Tris HC1 pH 8,5, 12mM MgC12, 
70mM KC1, 5mM dithiotreitol, 15% v/v DMSO, ImM de chaque dNTP, 2mM de 

15 chaque NTP). 

Dans ce milieu a 6t6 ajoute, 0,1 |iM de « molecular beacons » comprenant 

□ la SEQ ID N°10 5' CGGGCACTGAGTGTTGAATT 3', marquees avec un 
fluorophore FAM (6-carboxy- fluorescein) k leur extremity 5', et d'un 
« quencher » (Dabsyl) k son extremity 3' (sequence complete : 5' FAM- 

20 cgatcgCGGG CACTGAGTG T TGAATTcg at cg-Dabsyl 3') pour la detection 

des ARN codant PGR lors du duplex PGR / cyclophyline B, 

□ la SEQ ID N°29 5' GATCCAGGGCGGAGACTTCA 3% marquees avec un 
fluorophore ROX (6-carboxy-X-rfiodamine) en 5', et d'un « quencher » 
(Dabsyl) en 3' (sequence complete : 5' ROX-cgatcgGATC CAGGGCGGAG 

25 ACTTCAcgat c^-Dabsyl 3', pour la detection des ARN du gfene PPIB, 

Dans ce milieu a 6galement 6t6 ajout<5 : 

□ 0,l|iM d'une premifere amorce PGR de SEQ ID N°3 5' TCCCTGCCAA 
TATCTTGGGT A 3', comprenant, en son extr€mit6 5', et indiqud en minuscule, 
une sequence comprenant le promoteur de la polymerase T7, c'est k dire une 

30 premiere amorce dont la sequence entterc est SEQ ID N°22 : 5' aattctaata 

cgactcacta tagggagaag gTCCCTGCCA ATATCTTGGG TA 3', 
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□ 0,1 ixM d'une deuxieme amorce PGR de SEQ ID N°4 5' AGTTGTGTCG 
AGCTCACAGC 3\ 

□ 0,2 |iM d'une premiere amorce PPIB de SEQ ID N°27 5' CAGGCTGTCT 
TGACTGTCGT GA 3', comprenant, en son extremit6 5\et indiqu6 en 

5 minuscule une sequence comprenant le promoteur de la polymerase T7, c'est a 

dire une premidrc amorce dont la sequence entfere est SEQ ID N°30 : 5' 
aattctaata cgactcacta tagggagaag gCAGGCTGTC TTGACTGTCG TGA 3% 

□ 0,2 (oM d'une deuxieme amorce PPIB de SEQ ID N°28 5* AGGAGAGAAA 
GGATTTGGCT 3'. 

10 Une preincubation a 6t£ r£alis£e durant 2 minutes & 65°C avant une incubation de 2 
minutes a 41 °C Un volume de 5 |il d'un melange d' enzyme (0,08U de RNAse H, 32U 
d'ARN polymerase T7, 6,4 U d'AMV-RT) a 6t6 ajoutee, et une incubation de 90 
minutes a 6te realisee & 41°C. 

La quantification des ARN transcrits a €\€ d6terminee en temps reel selon un principe 
15 comparable k ce qui a 6t6 decrit pour ESRL La courbe standard, telle que definie 
pr6c6demment (dilution ARN transcrits : 10 8 a 10 2 copies) a 6t6 utilisee pour la 
quantification de l'expression du g£ne cible PGR et du gfcne de manage PPIB, afin 
d'extrapoler le nombre de copies d'ARNm par 6chantillon. La quantification de 
1' expression d'un gfene cible a 6t6 exprim6 par nombre de copies d'ARNm/ 5ng d'ARN 
20 totaux. 

Le tableau 3 pr6sente 1' expression du gene PGR quantifi6e a partir de 5 ng d'ARN 
totaux provenant des lign^es cellulaires MCF-7, T47D et BT-549. 





Nbre copies ARNm PGR 


Nbre copies ARNm PPIB 


PGR/PPIB 


MCF-7 


4,35x10" 


2,54x10? 


l,71xl(T 


T47D 


3,92xl(T 




4,71x10* ; 


BT549 


NC 


9,73xl(F 


NC 



Tableau 3 - Expression du gene PGR dans les cellules MCF-7, T47D, BT-549 



25 

L'expression du gene PGR a €i€ exprimfie par le ratio entre le nombre de copies 
d'ARNm du gfcne cible et le nombre de copies d'ARNm du gene de manage. Ainsi, des 
ARNm de PGR 6taient exprimes dans les cellules MCF-7 et T47D alors qu'ils n'&aient 
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pas detectees dans les cellules BT-549, en accord avec 1'expression en recepteurs 
hormonaux de ces cellules. 

Le tableau 4 presente 1'expression du g£ne PGR quantifi6e partir de 50 ng d'ARN 
5 totaux provenant de tumeurs IHC +, c'est & dire exprimant des recepteurs hormonaux a 
la surface des cellules tumorales, ou de tumeurs IHC-, c'est h dire n' exprimant pas de 
r&epteurs hormonaux & leur surface (moyenne sur 3-7 tumeurs). 





Moyenne copies ARNm PGR 


Moyenne copies ARNm PPIB 


PGR/PPIB 


Tumeurs IHC + 


2,78x1c) 5 


9,23x1c 


3,oixi<r 


Tumeurs IHC - 




l,91xlOP 


l,56xl(P 


Tableau 4 - Expression du gene PGR dans les tumeurs IHC + et BE 


IC- 



L'expression du gfene PGR a ete exprim6e par le ratio entre le nombre de copies 
d'ARNm du gene cible et le nombre de copies d'ARNm. du g£ne de m6nage. Une 
surexpression du gene PGR etait observ6e dans les tumeurs IHC -K 

15 

A partir des courbes standards PGR et PPIB realisees precedemment, la limite de 
detection et la limite de quantification ont 6t6 d6termin6es pour les genes PGR et PPIB 
amplifies en duplex. La limite de quantification a &£ d£termin£e a 100 et 1000 copies 
d'ARNm pour PGR et PPIB respectivement La limite de detection 6tait de 100 copies 
20 d'ARNm pour PGR et PPIB. 

La sp6cificit6 du duplex PGR/PPIB a 6t£ test6e en r&ilisant P amplification de PGR en 
pr6sence de « molecular beacon» sp6cifique de ESR1. Aucun signal n'6tait d6tect6. De 
meme, aucun signal n'6tait observe lorsque la NASBA etait i€alis6 a partir d'ARN 
totaux issus de la lign£e cellulaire BT-549, PGR negative. 

25 

Tous ces r£sultats ont 6t6 confirm6s par 1' utilisation d'une autre technique 
d' amplification (RT-PCR quantitative). De plus, les r^sultats obtenus au niveau ARN 
messager par la technique NASBA pour le gfene PGR 6tait corr61es a ceux obtenus au 
niveau prot6ique par LBA (Ligand Binding Assay) (PGR : r=0,87, p<0,0001, n=102; 
30 test statistique de correlation Spearman). Ces r6sultats demontrent que 1* expression des 
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ARNm de PGR est coir616 2t la presence du r^cepteur fonctionnel dans le cytosol, 
confirmant Finteret d'etudier au niveau ARNm F expression de ce g&ne. 

Ces resultats d&nontient que le duplex PGR/PPIB en NASBA permet une 
5 quantification de F expression du gene PGR & partir d'une ires faible quantity d'ARN 
totaux, et, d'une fa§on plus large, & partir d'une trfcs faible quantity de cellules 
tumorales, et est parfaitement adapt6 pour £tudier le diagnostic/pronostic d'un cancer du 
sein, et la rdponse d'un patient k un traitement donne. 



10 b3) Amplification en duplex des genes ESR2 et PPIB 

Cette inaction d' amplification a 6t6 realisee a Faide d'un kit Nuclisens basic® 
(bioM6rieux BV, The Netherlands). Pour cela, 5 ng d'ARN totaux, extraits des 
differentes lignfies cellulaires, ont et6 ajoute a 10 \xl de tampon NASBA (concentration 
finale dans 20 *il de milieu reactionnel : 40 mM de Tris HC1 pH 8,5, 12mM MgC12, 

15 70mM KC1, 5mM ditiiiotreitol, 15% v/v DMSO, ImM de chaque dNTP, 2mM de 
chaque NTP). 

Dans ce milieu a 6t£ ajout6, 0,1jaM de « molecular beacons » comprenant 

□ la SEQ ID N°ll 5' GATGCTTTGGTTTGGGTGAT 3?, marquees avec un 
fluorophore FAM (6-carboxy-fluorescein) en 5', et d'un «quencher» (Dabsyl) 

20 en 3', 

a la SEQ ID N°29 5' GATCCAGGGCGGAGACTTCA 3', marquees avec un 
fluorophore ROX (6-carboxy-X-rhodamine) en 5', et d'un « quencher » 
(Dabsyl) en 3' (s6quence complete : 5' ROXcgatcgGATC CAGGGCGGAG 
ACTTCAcgat c#-Dabsyl 3', pour la detection des ARN du gfcne PPIB codant la 
25 cyclophyline B, 

Dans ce milieu a 6galement 6t£ ajout6 : 

□ 0,2nM d'une premiere amorce ESR2 de SEQ ID N°5 5' TGAGCAGATG 
TTCCATGCCC T 3', comprenant, en son extremity 5*,et indiqu6 en minuscule 
le promoteur de la polymerase 17, e'est 2L dire une premiere amorce dont la 

30 sequence entifcre est la SEQ ID N°23 : 5' aattctaata cgactcacta tagggagaag 

gTGAGCAGAT GTTCCATGCC CT 3', 
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□ 02 IxM (Tune deuxieme amorce ESR2 de SEQ ID N°6 5' TCCAGTATGT 
ACCCTCTGGT 3' , 

□ 0,2 |iM d'une premiere amorce PPIB de SEQ ID N°27 5' CAGGCTGTCT 
TGACTGTCGT GA 3\ comprenant, en son extremity 5\et indiqu6 en 

5 minuscule le promo teur de la polym6rase T7, c'est a dire une premiere amorce 

dont la sequence enttere est SEQ ID N°30 : 5' aattctaata cgactcacta tagggagaag 
gCAGGCTGTC TTGACTGTCG TGA 3', 0,2 fiM d'une deuxieme amorce 
PPIB de SEQ ID N°28 5' AGGAGAGAAA GGATTTGGCT 3\ 
Une preincubation a 6t6 realisee durant 2 minutes & 65 °C avant une hcubation de 2 
10 minutes a 41°C Un volume de 5 jlxI d'un melange d' enzyme (0,08U dc RNAse H, 32U 
d'ARN polymerase T7, 6,4 U d'AMV-RT) a 6t£ ajoutee, et une incubation de 90 
minutes a 6t6 r6alis€e & 41°C. 

La quantification des ARN transcrits a ete determinee en temps r6el (NucliSens EasyQ, 
bioM6rieux), la reaction NASBA produisant des amplicons avec lequel les "molecular 

15 beacons" sp6cifiques peuvent s'hybrider simultanSment pour donner un signal 
fluorescent. La formation des nouvelles molecules d'ARN est mesurfe en temps r6el par 
contrSle continu du signal dans un lecteur fluorescent, l'analyseur NucliSens EasyQ. 
L' analyse et la communication automatis6e des donn6es sont assumes par le logiciel 
Nuclisens TTP (bioMSrieux BV, The Netherlands). La courbe standard, telle que d6finie 

20 prec6demment (dilution ARN transcrits : 10 8 £ 10 2 copies) a 6ti utilis6e pour quantifier 
T expression de chacun du g&ne cible ESR2 et du gfene de manage PPIB, ce qui a permis 
d'extrapoler le nombre de copies d'ARNm par echantillon. 

A partir des courbes standards ESR2 et PPIB r6alis6es prdc6demment, la limite de 
detection et la limite de quantification ont 6t6 d6termin6es pour chacun des gfcnes. La 

25 limite de quantification 6tait observee & 1000 et 10000 copies d'ARNm pour ESR2 et 
PPIB. La limite de detection <5tait dc 1000 copies d'ARNm pour ESR2 et PPIB. 
La sp6cificit<S du duplex ESR2/PPIB a 6t6 testae en r€alisant 1' amplification de ESR2 en 
pr6sence de « molecular beacon » sp6cifique de HER2, et en rgalisant T amplification de 
HER2 en preserce de «molecular beacon» sp^cifique de ESR2. Aucun signal n'etait 

30 d&ect6. 
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Ces r6sultats d6montrent que le duplex ESR2/PPIB en NASBA pennet une 
amplification specifique et sensible du gene ESR2 & partir d'une tres faible quantity 
d'ARN totaux, xendant ce duplex parfaitement adapts pour 6tudier le 
diagnostic/pronostic d'un cancer du sein, et la r6ponse d'un patient a un traitement 
5 donn6. 

b2) Amplification en duplex des g&nes HQER2 et PPIB 
Cette reaction d' amplification a 6t£ r6alisee a Faide d'un kit Nuclisens basic® 
(bioMerieux BV, The Netherlands). Pour cela, 5 ng d'ARN totaux, extraits des 
10 diff&entes lign^es cellulaiies, ont 6t£ ajout6 & 10 fil de tampon NASBA (concentration 
finale dans 20 |il de milieu reactionnel : 40 mM de Tris HC1 pH 8,5, 12mM MgC12, 
70mM KC1, 5mM dithiotreitol, 15% v/v DMSO, lmM de chaque dNTP, 2mM de 
chaque NTP). 

Dans ce milieu a ete ajout6, 0,l|iM de « molecular beacons » comprenant 

15 □ la SEQ ID N°12 5' GGAGGATGTG CGGCTCGTAC 3', marquees avec un 

fluorophore FAM (6-carboxy- fluorescein) a leur extremity 5', et d'un 
« quencher » (Dabsyl) k son extremity 3' pour la detection des ARN codant 
HER2 lors du duplex HER2 / PPIB, 
□ la SEQ ID N°29 5* GATCCAGGGC GGAGACTTCA 3\ marquees avec un 

20 fluorophore ROX (6-carboxy-X-rhodamine) en 5% et d'un « quencher » 

(Dabsyl) en 3 7 (sequence complete : 5' ROX-C£a*cgGATC CAGGGCGGAG 
ACTTCAcgat cg-Dabsyl 3\ pour la detection des ARN du gene PPIB codant la 
cyclophyline B, 
Dans ce milieu a dgalement 6t6 ajout£ : 

25 □ 0,2 jiM d'une premiere amorce HER2 de SEQ ID N°7 5' GAGCCAGCCC 

GAAGTCTGTA 3*, comprenant, en son extr6mit6 5\et indiqud en minuscule lc 
promoteur de la polymerase T7, e'est k dire une premiere amorce dont la 
sequence entfere est SEQ ID N°24 : 5* aattctaata cgactcacta tagggagaag g 
GAGCCAGC CCGAAGTCTG TA 3% 

30 □ 0,2 |iM d'une dcuxteme amorce HER2 de SEQ ID N°8 5' TCTTAGACCA 

TGTCCGGGAA A 3% 
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□ 0,2 jiM d'une premifere amorce cyclophyline B de SEQ ID N°27 5' 
CAGGCTGTCT TGACTGTCGT GA 3\ comprenant, en son extremite 5\et 
indiqu6 en minuscule le promoteur de la polym6rase T7, c'est k dire une 
premiere amorce dont la sequence entfere est SEQ ID N°30 : 5* aattctaata 
5 cgaclcacta tagggagaag gCAGGCTGTC TTGACTGTCG TGA 3', 0,2 [xM d'une 

deuxifcme amorce cyclophyline B de SEQ ID N°28 5' AGGAGAGAAA 
GGATTTGGCT 3'. 

Une preincubation a ete rdalisee durant 2 minutes a 65°C avant une incubation de 2 
minutes 2l 41°C Un volume de 5 \il d'un melange d' enzyme (0,08U de RNAse H, 32U 
10 d'ARN polymerase 17, 6,4 U d'AMV-RT) a 6t£ ajout^e, et une incubation de 90 
minutes a 6t6 r6alis6e k 41°C. 

La quantification des ARN transcrits a 6t£ d6termin6e en temps r6el (NucliSens EasyQ, 
bioM6rieux), la reaction NASBA produisant des amplicons avec lequel les "molecular 
beacons" sp6cifiques peuvent s'hybrider simultan6ment pour donner un signal 

15 fluorescent La formation des nouvelles molecules d'ARN est mesuree en temps r6el par 
contrSle continu du signal dans un lecteur fluorescent, l'analyseur NucliSens EasyQ. 
L'analyse et la communication automatisSe des donn6es sont assurees par le logiciel 
Nuclisens TTP (bioMerieux B V, The Netherlands), La courbe standard, telle que d6finie 
pr6c6demment (dilution ARN transcrits : 10 8 St 10 2 copies) a 6t6 utilise pour quantifier 

20 1'expression de chacun du gbne cible HER2 et du gfene de manage PPIB, ce qui a permis 
d'extrapoler le nombre de copies d'ARNm par 6chantillon. 



A partir des courbes standards HER2 et PPIB r6alis6es precedemment, la limite de 
detection et la limite de quantification ont 6t6 d6termin€es pour chacun des g&nes. La 
25 limite de quantification a ete d&erminee k 1000 et 10000 copies d'ARNm pour HER2 et 
PPIB respcctivement La limite de detection 6tait de 100 copies d'ARNm pour HER2 et 
PPIB. 

La specificity du duplex HER2/PPIB a 6t6 testae en rdalisant 1' amplification de ESR2 en 
presence de « molecular beacon » spgeifique de HER2, et en r6alisant ramplification de 
30 HER2 en presence de «molecular beacon» sp<Scifique de ESR2. Aucun signal n'6tait 
d&ect& 
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Les r6sultats obtenus au niveau ARN messager par la technique NASBA pour le gene 
HER2 £tait conrete au nJsultats obtenus en PCR quantitative (r = 0,54, p < 0,0001, n=97, 
test statistique de correlation Sperman) et en ELISA (r = 0,50, p< 0,0001, n = 93; test 
statistique de correlation Spearman). Ces resultats d&nontrent que 1' expression des 
5 ARNm d'HER2 est corr616 k V amplification du gene ainsi qu'a la surexpression du 
rdcepteur membranaire HER2, conformant l'interet d'6tudier au niveau ARNm 
Fexpiession de ce gene. 

Ces r6sultats demontrent que le duplex HER2/PPIB en NASBA permet une 
amplification sp£cifique et sensible du ghne HER2 & partir d'une tres faible quantite 
10 d'ARN totaux, rendant ce duplex parfaitement adapts pour £tudier le 
diagnostic/pronostic d'un cancer du sein, et la reponse d'un patient a un traitement 
donn6. 
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REVENDICATIONS 

1. Precede pour le diagnostic/pronostic du cancer du sein comprenant les Stapes 
suivantes : 

A - on extrait le materiel nucleique d'un echantillon biologique, 
B - on utilise au moins une paire d' amorces d' amplification pour obtenir des 

ainplicons d'au moins une sequence cible du materiel nucleique 
C - on utilise au moins une sonde de detection pour d&ecter la presence 
desdits amplicons 

caract&ise en ce que, lors de Tetape B, ladite paire d* amorce comprend au 
moins une amorce d' amplification comprenant au moins 10 motifs 
nucleotidiques d'une sequence nucieotidique choisie parmi SEQ ID N°l a SEQ 
ID N°20 et/ou lors de l'etape C), ladite sonde de detection comprend au moins 
10 motifs nucleotidiques d'une sequence nucieotidique choisie paimi SEQ ID 
N°l a SEQ ID N°20. 

2. Proc6d6 pour le diagnostic/pronostic du cancer du sein selon la revendication 1 
caract&is6 en ce que, lors de Fdtape B, ladite pake d' amorces est choisie parmi 
les paiies d' amorce suivantes : 

20 □ une premiere amorce d' amplification comprenant au moins 10 motifs 

nucleotidiques de la sequence nucieotidique SEQ ID N°l et une deuxieme 
amorce d' amplification comprenant au moins 10 motifs nucleotidiques de la 
sequence nucieotidique SEQ ID N°2 ; 

□ une premiere amorce d' amplification comprenant au moins 10 motifs 
25 nucleotidiques de la sequence nucieotidique SEQ ID N°3 et une deuxieme 

amorce d' amplification comprenant au moins 10 motifs nucleotidiques de la 
sequence nucieotidique SEQ ID N°4 ; 

□ une premiere amorce d' amplification comprenant au moins 10 motifs 
nucleotidiques de la sequence nucieotidique SEQ ID N°5 et une deuxieme 

30 amorce d' amplification comprenant au moins 10 motifs nucleotidiques de la 

sequence nucieotidique SEQ ID N°6 ; 



10 
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a une premiere amorce d' amplification comprenant au moins 10 motifs 
nucleotidiques de la sequence nucleotidique SEQ ID N°7 et une deuxieme 
amorce d' amplification comprenant au moins 10 motifs nucleotidiques de la 
sequence nucleotidique SEQ ID N°8 ; 
5 a une premiere amorce d' amplification comprenant au moins 10 motifs 
nucleotidiques de la sequence nucleotidique SEQ ID N°13 et une deuxieme 
amorce d' amplification comprenant au moins 10 motifs nucleotidiques de la 
sequence nucleotidique SEQ ID N°14 ; 
□ une premiere amorce d' amplification comprenant au moins 10 motifs 
10 nucleotidiques de la sequence nucleotidique SEQ ID N°15 et une deuxi&me 

amorce d* amplification comprenant au moins 10 motifs nucleotidiques de la 
sequence nucleotidique SEQ ID N°16 ; 
a une premiere amorce d' amplification comprenant au moins 10 motifs 
nucleotidiques de la sequence nucleotidique SEQ ID N°17 et une deuxieme 
15 amorce d' amplification comprenant au moins 10 motifs nucleotidiques de la 

sequence nucleotidique SEQ ID N°18 ; 
a une premiere amorce d* amplification comprenant au moins 10 motifs 
nucleotidiques de la sequence nucleotidique SEQ ID N°19 et une deuxfeme 
amorce d' amplification comprenant au moins 10 motifs nucleotidiques de la 
20 sequence nucleotidique SEQ ID N°20. 

3. Precede pour le diagnostic/pronostic du cancer du sein selon Tune quelconque 
des revendication 1 ou 2 dans lequel ladite paire d 9 amorce comprend au moins 
une amorce d* amplification comprenant un promoteur permettant T initiation de 

25 la transcription par une polymerase du bacteriophage 17. 

4. Procede pour le diagnostic/pronostic d'un cancer du sein selon l'une quelconque 
des revendications 1 k 3 dans lequel, lors de Fetape C, la sonde de detection 
comprend un flurophore et un quencher. 

30 
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5. Precede selon Tune quelconque des revendications 1 a 4 dans lequel la sequence 
cible est comprise dans un gene choisi parmi ESR1, ESR2, PGR, HER2. 

6. Proc6d6 selon Tune quelconque des revendications 1 k 5 dans lequel les etapes B 
5 et C sont effcctu6es en mcme temps. 

7. Precede selon Tune quelconque des revendications 1 £ 6 caract6ris£ en ce qu'on 
on utilise, en outre, lors de l'etape B, au moins une paire d'amorces 
d' amplification pour obtenir des amplicons sp6cifiques d'un gene de menage. 

10 

8. Proced6 selon la revendication 7 caracterise en ce 1' amorce d* amplification pour 
obtenir des amplicons sp^cifiques d'un gfene de menage comprend au moins 10 
motifs nucleotidiques d'une sequence choisie parmi les SEQ ID N°25 & 29. 

15 9. Precede selon la revendication 7 caracterise en ce que ladite paire d' amorces 

d' amplification pour obtenir des amplicons sp6cifiques d'un gfcne de manage est 
choisie parmi les paires d* amorce suivantes : 
□ une premiere amorce d' amplification comprenant au moins lOmotifs 
nucleotidiques de la sequence nucieotidique SEQ ID N°27 et une deuxieme 

20 amorce d' amplification comprenant au moins 10 motifs nucleotidiques de la 

sequence nucieotidique SEQ ID N°28 
Q une premiere amorce d' amplification comprenant au moins 10 motifs 
nucleotidiques de la sequence nucieotidique SEQ ID N°25 et une deuxi&me 
amorce d'amplification comprenant au moins 10 motifs nucleotidiques de la 

25 sequence nucieotidique SEQ ID N°26 



10. Amorce <f amplification comprenant au moins 10 motifs nucleotidiques d'une 
sequence nucieotidique choisie parmi SEQ ID N°l k SEQ ID N Q 20 ; 25 h 29. 



WO 2005/056829 



PCTYFR2004/050661 



11. Amorce d' amplification selon la revendication 10 comprenant un promoteur 
permettant F initiation de la transcription par une polymerase du bacteriophage 
T7. 

12. Paiie d* amorce d' amplification choisie parmi lcs paires d' amorces suivantes : 

□ une premiere amorce d' amplification comprenant au moins 10 motifs 
nucleotidiques de la sequence nucieotidique SEQ ID N°l et une 
deuxfeme amorce d* amplification comprenant au moins 10 motifs 
nucleotidiques de la sequence nucieotidique SEQ ID N°2 ; 

□ une premiere amorce d' amplification comprenant au moins 10 motifs 
nucleotidiques de la sequence nucieotidique SEQ ID N°3 et une 
deuxieme amorce d 5 amplification comprenant au moins 10 motifs 
nucleotidiques de la sequence nucieotidique SEQ ID N°4 ; 

□ une premi&re amorce d' amplification comprenant au moins 10 motifs 
nucleotidiques de la sequence nucieotidique SEQ ID N°5 et une 
deuxi&me amorce d' amplification comprenant au moins 10 motifs 
nucleotidiques de la sequence nucieotidique SEQ ID N°6 ; 

a une premiere amorce d' amplification comprenant au moins 10 motifs 
nucleotidiques de la sequence nucieotidique SEQ ID N°7 et une 
deuxi&me amorce d* amplification comprenant au moins 10 motifs 
nucleotidiques de la sequence nucieotidique SEQ ID N°8 ; 

□ une premiere amorce d' amplification comprenant au moins 10 motifs 
nucleotidiques de la sequence nucieotidique SEQ ID N°13 et une 
deuxifeme amorce d* amplification comprenant au moins 10 motifs 
nucleotidiques de la sequence nucieotidique SEQ ID N°14 ; 

□ une premifere amorce d' amplification comprenant au moins 10 motifs 
nucleotidiques de la sequence nucieotidique SEQ ID N°15 et une 
deuxieme amorce d* amplification comprenant ai moins 10 motifs 
nucleotidiques de la sequence nucieotidique SEQ ID N°16 ; 

a une premiere amorce d* amplification comprenant au moins 10 motifs 
nucleotidiques de la sequence nucieotidique SEQ ID N°17 et une 
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deuxieme amorce d' amplification comprenant au moins 10 motifs 
nucl6otidiques de la sequence nucleotidique SEQ ID N°18 ; 
□ une premifere amorce d'amplification comprenant au moins 10 motifs 
nucleotidiques de la sequence nucleotidique SEQ ID N°19 et une 
5 deuxieme amorce d' amplification comprenant au moins 10 motifs 

nucleotidiques de la sequence nucleotidique SEQ ID N°20 

13. Paire d' amorce selon la ievendication 12 dans laquelle ladite premiere amorce 
comprend un promoteur permettant 1'initiation de la transcription par une 

10 polymerase du bacteriophage 17. 

14. Utilisation d'au moins une amorce d' amplification selon la ievendication 10 ou 
11 et/ou d'une paiie d' amorce selon la revendication 12 ou 13 lors d'une 
reaction d' amplification NASBA 

15 

15. Sonde de detection comprenant au moins 10 motifs nucieotidiques d'une 
sequence nucleotidique choisie parmi SEQ ID N°l k SEQ ID N°20. 

16. Sonde de detection selon la revendication 15 comprenant un flurophore et un 
20 quencher. 

17. Utilisation d'au moins une amorce selon la revendication 10 ou 11 et/ou d'au 
moins une paire d' amorces selon la re\endication 12 ou 13 et/ou d'au moins une 
sonde de detection selon la revendication 15 ou 16 pour le diagnostic/pronostic 

25 d'un cancer du sein. 

18. Kit pour le diagnostic/pronostic d'un cancer du sein comprenant au moins une 
amorce selon la revendication 10 ou 11 et/ou d'au moins une paire d' amorces 
selon la revendication 12 ou 13 et/ou d'au moins une sonde de detection selon la 

30 revendication 15 ou 16. 
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y = -2.6836x + 33.803 
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y = -3,3118x + 42,772 
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<110> bioMerieux SA 

<120> Procede de diagnostic et/ou de pronostic du cancer du sein 

<130> Unknown 

<160> 30 

<170> Patentln version. 3.1 

<210> 1 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 



<400> 1 

ctccaccatg ccctctacac sl 21 

<210> 2 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 2 

acatgatcaa ctgggcgaag sl 21 

<210> 3 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 
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<400> 3 

tccctgccaa tatcttgggt a 



21 



<210> 4 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 4 

agttgtgtcg agctcacagc 20 

<210> 5 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 



<210> 6 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 6 

tccagtatgt accctctggt 20 

<210> 7 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 



<400> 5 

tgagcagatg ttccatgccc t 



21 



<400> 7 

gagccagccc gaagtctgta 



20 
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<210> 8 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 8 

tcttagacca tgtccgggaa a 21 

<210> 9 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 



<210> 10 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 10 

cgggcactga gtgttgaatt 20 

<210> 11 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 



<400> 9 

gatcctgatg attggtctcg 



20 



<400> 11 

gatgctttgg tttgggtgat 



20 



<210> 



12 



<211> 20 
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<212> DNA 



<213> Homo sapiens 



<400> 12 

ggaggatgtg cggctcgtac 



20 



<210> 13 

<211> 25 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 13 

tacaggccaa attcagataa tcgac 25 

<210> 14 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 



<210> 15 

<211> 22 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 15 

tgacaagtct taatcaacta gg 22 

<210> 16 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 



<400> 14 

ggaaccgaga tgatgtagcc a 



21 
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<400> 16 

tcacttttta tgaaagagaa ggg 



23 



<210> 17 

<211> 18 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 17 

gccgccccat gtgctgat 18 

<210> 18 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 



<210> 19 

<211> 25 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 19 

tggttggcat tctgctggtc gtggt 25 

<210> 20 

<211> 25 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 20 

tggccgacat tcagagtcaa tcatc 25 



<400> 18 

ggaccccgtg atggaggact t 



21 
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<210> 21 

<211> 52 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 21 

aattctaata cgactcacta tagggagaag gctccaccat gccctctaca ca 52 

<210> 22 

<2U> 52 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 22 

aattctaata cgactcacta tagggagaag gtccctgcca atatcttggg ta 52 

<210> 23 

<211> 52 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 23 

aattctaata cgactcacta tagggagaag gtgagcagat gttccatgcc ct 52 

<210> 24 

<211> 51 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 



<400> 24 

aattctaata cgactcacta tagggagaag ggagccagcc cgaagtctgt a 51 

<210> 25 
<211> 20 
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<212> DNA 

<213> Homo sapiens 



<400> 25 

acatgaaggt gctccttgcc 20 

<210> 26 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 26 

gtccctgtgc cctactcctt 20 

<210> 27 

<211> 22 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 27 

caggctgtct tgactgtcgt ga 22 

<210> 28 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 28 

aggagagaaa ggatttggct 20 

<210> 29 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 
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<400> 29 

gatccagggc ggagacttca 20 

<210> 30 

<211> 53 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 



<400> 30 

aattctaata cgactcacta tagggagaag gcaggctgtc ttgactgtcg tga 53 
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